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Der Myokardinfarkt (MI) ist neben weiteren Erkrankungen des Herz-Kreislaufsystems wie 
Herzinsuffizienz, Hypertonie oder Angina Pectoris, in den Industrieländern eine der häufigsten 
Todesursachen
1
. Jährlich erleiden in Deutschland etwa 300.000 Menschen einen Myokardinfarkt
2,3
 – 
fast jeder zweite Betroffene verstirbt, bevor er das Krankenhaus erreicht. Ein akuter MI wird durch 
einen plötzlichen vollständigen Verschluss einer arteriosklerotischen Koronararterie verursacht. 
Dadurch wird ein Teil des Herzens nicht mehr mit Sauerstoff und Nährstoffen versorgt, und aus der 
länger anhaltenden Minderdurchblutung der Gefäße (Ischämie) resultiert letztendlich eine irreversible 
Schädigung des Myokards. Die Gefahr eines plötzlichen Herztodes ist bei einem akuten MI vor allem 
durch Herzrhythmusstörungen wie Arrhythmien besonders hoch. Die Einteilung des MI erfolgt auf 
Grund von Veränderungen im Elektrokardiogramm (EKG), und man kann zwischen einem alle 
Wandschichten (transmural) betreffenden Infarkt, bei dem es zur vollständigen Okklusion einer 
großen Koronararterie kommt, mit ST-Streckenhebung (STEMI) und einem nicht-transmuralen 
Infarkt, bei dem nur eine partielle Okklusion der Arterie vorliegt, ohne ST-Streckenhebung (NSTEMI) 
unterscheiden. Durch eine möglichst schnelle und vollständige Wiedereröffnung der Gefäße 
(Reperfusion) kann die Infarktausbreitung beendet werden. Die Reperfusion stellt letztendlich die 
Durchblutung des ischämischen Areals sowie die Wiederversorgung mit Sauerstoff und Nährstoffen 
sicher, wodurch das Herzgewebe vor dem Absterben geschützt wird. Interessanterweise geht die 
Reperfusion mit einem enormen Anstieg an Zelltod einher
4
. Dieses Phänomen wird als 
Reperfusionsschaden bezeichnet
5
. Die Begrenzung der Infarktgröße und des Reperfusionsschadens 
sollte für eine optimale Myokardinfarkttherapie möglichst gering gehalten werden. Daher besteht das 
primäre Behandlungsziel in der schnellstmöglichen Wiederherstellung des Blutflusses durch Öffnen 
des zuvor verschlossenen Gefäßes. Nach den aktuellen Leitlinien der Europäischen Gesellschaft für 
Kardiologie ist die Therapie der ersten Wahl die primäre perkutane Koronarintervention (PCI), wenn 
die Zeit vom Auftreten der ersten Symptome bis zur Reperfusionstherapie nicht länger als 90 Minuten 
ist
6,7
. Bei der PCI wird das verschlossene Gefäß mit einem Ballonkatheter geöffnet und ein Stent 
(Gefäßstütze) implantiert. Als Alternative wird eine intravenöse Lysetherapie mit Fibrinolytika wie 
Alteplase und Tenecteplase durchgeführt, wobei der Thrombus (Blutgerinnsel), der das Gefäß 
verstopft, aufgelöst werden soll. Im weiteren Verlauf wird die Therapie an die individuell 
durchgeführte Akuttherapie sowie an die Herzfunktion und an Begleiterkrankungen des Patienten 
angepasst. Dabei müssen die Patienten nach einem MI lebenslang Thombozytenaggregationshemmer 
wie Acetylsalicylsäure einnehmen oder alternativ bei einer Unverträglichkeit Prasugrel oder 
Ticagrelor. Zusätzlich werden Betablocker sowie ACE-Hemmer oder AT1-Antagonisten verordnet, 
vor allem dann, wenn sich nach dem MI eine Herzinsuffizienz entwickelt oder eine messbare 
linksventrikuläre systolische Dysfunktion vorliegt. Diese Medikamente senken das Sterblichkeitsrisiko 
von Infarktpatienten erheblich. Eventuell werden auch Statine, zur Senkung des Cholesterinspiegels, 
verordnet. Zudem sollten nach einem Herzinfarkt ein gesunder Lebensstil angestrebt werden und die 
Risikofaktoren, zu denen Rauchen, erhöhte Blutlipidwerte (v.a. LDL-Cholesterol), Bluthochdruck, 
Übergewicht, Stress, Bewegungsmangel und Diabetes Mellitus zählen, minimiert werden. 
1 Einleitung 
2 
1.2 Kardialer Energiemetabolismus und physiologische Funktionen der 
Mitochondrien 
Um die zelluläre Homöostase im Herzen aufrecht zu erhalten, ist die Energiegewinnung (ATP-
Produktion) von wichtiger Bedeutung. Dabei sind kardiale Mitochondrien, deren Hauptaufgabe in der 
Produktion von Adenosintriphosphat (ATP) durch oxidative Phosphorylierung (OXPHOS) besteht, 
unerlässlich. Die Bedeutung der Mitochondrien im Herz wird auch dadurch veranschaulicht, dass sie 
bis zu 40% des Volumens einer Kardiomyozyte einnehmen können
8
. Kardiomyozyten weisen somit 
eine erheblich höhere Mitochondriendichte als andere Zellen auf. Das Herz verbraucht im Vergleich 
zu anderen Organen damit nicht nur die meiste Energie, sondern auch den meisten Sauerstoff. Im 
arbeitenden Herz wird diese Energie hauptsächlich für die Kontraktion der Myofibrillen und den daran 
beteiligten Prozessen genutzt
9
. Neben der OXPHOS erfüllen die Mitochondrien weitere wichtige 
Aufgaben bei der Fettsäureoxidation; sie spielen eine Rolle in der Glucose-Homöostase und sie sind 
wichtige Komponenten apoptotischer und nekrotischer Signalwege
10
. Außerdem nehmen 
Mitochondrien Calcium (Ca
2+
) auf, wodurch sie an der Modulation von Calciumströmen in die Zelle 
beteiligt sind
10
. Die Calciumaufnahme wird durch ein elektrochemisches Potential angetrieben, das aus 
einer Kombination des mitochondrialen inneren Membranpotentials und einer niedrigen Konzentration 
von Ca
2+
 in der Mitochondrienmatrix erzeugt wird
11,12
. Mitochondrien enthalten ihre eigene 
mitochondriale DNA (mtDNA) und bestehen aus einer äußeren Membran (OMM), die das Organell 
von außen abschirmt und eine Permeabilitätsbarriere für cytosolische Moleküle darstellt, sowie einer 
inneren Membran (IMM), die die mitochondriale Matrix umschließt und in der die Proteinkomplexe 
der Elektronentransportkette (Atmungskette; ETC) lokalisiert sind. Die IMM besitzt zudem viele 
Einstülpungen, die sogenannten Christae, wodurch ihre Oberfläche erheblich vergrößert wird. 
Zwischen den beiden Membranen befindet sich der Intermembranraum (IM), der kleinere Moleküle 
und Proteine wie beispielsweise Ionen oder Cytochrom C enthält. Als Transmembranproteine sind 
Ionenkanäle sowohl in der OMM als auch in der IMM der Mitochondrien lokalisiert. Über das in der 
OMM sitzende Porin VDAC (Voltage-Dependent Anion Channel) können kleinere Moleküle in den 
IM gelangen. So z.B. auch Ca
2+
, welches anschließend über den Calcium-Uniporter (CaU) in die 
Matrix transportiert wird
11,12
. Darüber hinaus wurden verschiedene Kalium-Kanäle (z.B. KATP-Kanal, 
Kv1.3-Kanal, BK-Kanal; siehe auch Abschnitt 1.7.2) sowie Calciumkanäle und Chloridkanäle in der 
IMM gefunden
13
. Zellkern kodierte Proteine gelangen über die Translokase der mitochondrialen 




Abbildung 1.1 veranschaulicht den Aufbau der Mitochondrien und gibt einen Überblick der OXPHOS. 
Die zur ATP-Produktion benötigte Energie wird primär (ca. 80 %) durch die Metabolisierung und -
Oxidation von Fettsäuren
15,16
 und zu einem geringeren Teil durch Glykolyse von Glucose
17
 gewonnen. 
Das durch -Oxidation und Glykolyse entstandene Acetyl-Co-A wird über den Tricarbonsäurezyklus 
(TCA) metabolisiert, welcher die wichtigen Reduktionsäquivalente NADH (Nicotinamidadenin-
dinukleotid) und FADH2 (Flavinadenin-dinukleotid) liefert. Die ETC besteht aus vier Multienzym-
Komplexen und den zwei mobilen Elektronencarriern Coenzym Q, das in der IMM lokalisiert ist und 
Cytochrom C, das im IM lokalisiert ist. Durch Elektronentransport, katalysiert durch NADH und 
FADH2, zwischen den Komplexen I und IV der ETC werden Protonen (H
+
) über die IMM in den IM 
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transloziert (Abbildung 1.1B). Dabei erfolgt im letzten Schritt, mit Hilfe des Komplex IV (Cytochrom-
C-Oxidase), der Übertrag der Elektronen auf molekularen Sauerstoff (O2) und dessen Reduktion zu 
Wasser (H2O). Durch den Elektronenfluss wird, über die Komplexe I, III und IV, ein elektro-
chemischer Protonengradient () aufgebaut, wodurch im Anschluss durch Komplex V (F0F1-
ATPase/ATP-Synthase) ATP aus Adenosindiphosphat (ADP) und organischem Phosphat (Pi) generiert 
wird. Über den Antiporter-Mechanismus Adeninnukleotid-Translokase (ANT) gelangt ATP im 





Abbildung 1.1 Schematischer Aufbau der Mitochondrien und oxidative Phosphorylierung 
(A) Die innere Mitochondrienmembran (IMM) enthält die wichtigen Protein-Komplexe der 
Elektronentransportkette (ETC) zur ATP-Produktion durch oxidative Phosphorylierung (OXPHOS). ATP 
gelangt im Austausch gegen ADP in den Intermembranraum (IM) und durch Porin/VDAC in das Cytosol. Der 
Calcium-Uniporter (CaU) in der IMM ist der wichtigste Kanal der Calciumhomöostase von Mitochondrien. (B) 
Katalysiert durch NADH und FADH2 die aus dem Tricarbonsäurezyklus (TCA) stammen, werden Elektronen  
(e
-
) zur Generierung eines Protonengradienten über Komplex I bis Komplex IV transportiert. Im Anschluss wird 
ATP aus ADP und organischem Phosphat (Pi) durch Komplex V (ATP-Synthase) generiert. ATP: 
Adenosintriphosphat; ADP: Adenosindiphosphat; OMM: äußere Mitochondrienmembran; ANT: 
Adeninnukleotid-Translokase; VDAC: Voltage-Dependent Anion Channel; TIM: Translokase der inneren 
Mitochondrienmembran; TOM: Translokase der äußeren Mitochondrienmembran; Q: Coenzym Q; CytC: 
Cytochrom C; I, II, III, IV: Komplexe der Elektronentransportkette; H
+





1.3.1 Metabolische Vorgänge während Hypoxie und Reoxygenierung 
Infolge der verminderten Zufuhr von Sauerstoff zum arbeitenden Myokard, während der Hypoxie, 
kommt es zu gravierenden metabolischen Veränderungen. Diese metabolischen Vorgänge sind in 
Abbildung 1.2 schematisch dargestellt. Durch den Sauerstoff- und Nährstoffmangel wird die 
Energiegewinnung über die OXPHOS verringert, und es wird vermehrt Energie durch anaerobe 
Glykolyse gewonnen, die jedoch deutlich weniger ATP liefert. Durch Umstellung der 
Energiegewinnung kommt es zur Akkumulation der ansonsten harmlosen Nebenprodukte wie Laktat 
und Protonen (H
+
), was zum Sinken des intrazellulären pH-Wertes führt. Um den erniedrigten 




-Austauscher (NHE) aktiviert, was 




. Außerdem trägt der 





ATPase (NKA) oder der Ca
2+
-ATPase zum Anstieg der intrazellulären Ca
2+
- und vor allem Na
+
-
Konzentration in der Zelle bei
20
. Zudem wird in den Mitochondrien eine eingeschränkte Aktivität von 
Komplex I berichtet und eine Inaktivierung des ANT durch Akkumulation von Langketten-Acetyl-Co-
A in der IMM, was den ATP/ADP-Austausch verhindert
21
. Folglich fehlt ADP in der Matrix und der 
ATP-Level sinkt rapide. Zusätzlich kommt es durch die ATP-Verarmung der Zelle zu einer Hemmung 
der Ca
2+





. Dies trägt zusätzlich zur Erhöhung der intrazellulären 
Ca
2+
-Konzentration bei. Auch in den Mitochondrien ist während der Hypoxie ein Anstieg des 




-Aufnahme in die Mitochondrien erfolgt primär 
über den CaU, der die Energie des mitochondrialen Membranpotentials () nutzt. Ausgeschleust 
wird das mitochondriale Ca
2+





Austauscher d.h. im Austausch gegen Na
+
. Interessanterweise wurde beobachtet, dass der Anstieg der 
mitochondrialen Ca
2+
-Ionen während der Ischämie durch Clonazepam (ein Inhibitor des 
mitochondrialen NCX) gehemmt wird
23
. Dies deutet auf eine Rolle des mitochondrialen NCX hin, der 
im umgekehrten Modus arbeitet und so letztlich zu einem Anstieg der Ca
2+
-Konzentration in der 
mitochondrialen Matrix beiträgt. Viele Studien haben gezeigt, dass ein Anstieg sowohl der 
cytosolischen als auch der mitochondrialen Ca
2+
-Konzentration einer myokardialen Schädigung 
vorrausging und dass Medikamente oder pharmakologische Ansätze, die den Anstieg der 
cytosolischen Ca
2+





-Konzentration spielt somit eine wichtige Rolle bei der irreversiblen 
Schädigung des Myokards bei Hypoxie-Reoxygenierung. 
Der Großteil des durch Glykolyse erzeugten ATPs wird durch den umgekehrten Modus der 
mitochondrialen ATP-Synthase verbraucht, die die Energie zur Aufrechterhaltung des 
Membranpotentials verwendet
27,28
. Bei langanhaltender Hypoxie kommt es durch die ATP-Verarmung 
der Zelle zur Verlangsamung bzw. zum kompletten Erliegen wichtiger metabolischer Prozesse, 
einschließlich der ETC. Dies hat zur Folge, dass die ATP-Produktion gestoppt, der Protonenfluss 
unterbrochen und der Elektronentransport verhindert wird. Die Akkumulation der Elektronen (e
-
) an 





 (siehe auch Abschnitt 1.3.2), was wiederum zur Schädigungen 
v.a. der Komplexe I und III der Atmungskette führt
30
, sowie zu erhöhter Membranpermeabilität. Der 
erhöhte Ionengehalt der Kardiomyozyten führt schließlich zur osmotischen Schwellung, der 






Abbildung 1.2 Zelluläre Mechanismen während Hypoxie 
Bei Hypoxie wird durch Sauerstoffmangel vermehrt ATP durch anaerobe Glykolyse gewonnen. Dies führt zur 
Akkumulation von Laktat und Protonen (H
+
) was zum sinken des pH-Wertes und zu einer erhöhten 
intrazellulären Na
+
-Konzentration führt. Durch ATP-Verarmung werden vermehr reaktive Sauerstoffspezies 





-Konzentration beiträgt und die daraus resultierende osmotische Schwellung führt zusammen mit 









-ATPase. Schema Modifiziert nach Sanada, 
Komuro et al. 2011
32
. Weitere Details im Text. 
 
Obwohl eine anhaltende Hypoxie des Myokards sowohl eine schädliche Wirkung auf wichtige 
metabolische Prozesse der Zelle als auch auf die mitochondriale Funktion hat und zum Zelltod führen 
kann, kommt es paradoxerweise durch die Wiederversorgung der Gefäße mit Sauerstoff 
(Reoxygenierung bzw. Reperfusion) zu einem noch erheblicheren Schaden (Reperfusionsschaden). 
Bei der Reoxygenierung, dargestellt in Abbildung 1.3, wird der Blutfluss durch Öffnen der 
okkludierten Gefäße wieder hergestellt. Dies führt zu einer sofortigen Erhöhung der 
Sauerstoffversorgung, einer raschen Wiederversorgung mit Nährstoffen wie Glucose oder freien 
Fettsäuren, die für die Erzeugung von ATP essentiell sind und zu einer schnellen Normalisierung des 
extrazellulären pH-Wertes. Tatsächlich sind all diese Faktoren entscheidend für die Verhinderung 
eines weiteren hypoxischen bzw. ischämischen Zelluntergangs und zur Wiederherstellung der 
zellulären Homöostase; sie können aber auch gleichzeitig einen Reperfusionsschaden verursachen. Die 
schnelle Normalisierung des extrazellulären pH-Wertes bei der Reoxygenierung führt zu einem 
extremen H
+
-Gradienten über die Kardiomyozytenmembran. Da der extrazelluläre pH-Wert schnell 
wieder normalisiert wurde, der intrazelluläre pH-Wert jedoch zu Beginn der Reoxygenierung noch 
sehr niedrig ist, führt dies zur Aktivierung des NHE
33
. Der NHE tauscht unter diesen Bedingungen 
intrazelluläres H
+
 gegen extrazelluläres Na
+
 aus um den entstandenen H
+
-Gradienten abzubauen. Dies 
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führt jedoch zu einem Anstieg der intrazellulären Na
+
-Konzentration (siehe auch weiter oben im 
Abschnitt). Diese hohe, intrazelluläre akkumulierende Na
+
-Konzentration führt zur Umkehrung 
(„reverse mode“) des Na+/Ca2+-Austauschers (NCX), der unter physiologischen Bedingungen Ca2+ aus 
der Zelle schleust
34,35
. Dies wiederum resultiert vor allem zu Beginn der Reoxygenierung in einer 
Ca
2+
-Überladung der Zelle und trägt erheblich zum nekrotischen und apoptotischen Zelltod bei
25
. Die 
erhöhte Konzentration an Ca
2+
-Ionen sowie die Wiederaufnahme der ATP-Produktion begünstigen die 
Aufnahme des Ca
2+
 in das SR über SERCA. Gleichzeitig kommt es aus dem SR über den Ryanodin-




-Abgabe in das Cytosol
34
. Dies kann Arrhythmien, eine 
Haupttodesursache bei Ischämie-Reperfusion sowie Ca
2+
-Oszillationen auslösen und zu 
Hyperkontraktionen des Herzens führen
36
. Auch in den Mitochondrien wird zu Beginn der 
Reoxygenierung die Ca
2+
-Konzentration in der Matrix erhöht. Die zur ATP-Gewinnung wieder in 
Gang gesetzte Atmungskette sowie die Wiederherstellung des Membranpotentials und die erhöhte 
intrazelluläre cytosolische Ca
2+
-Konzentration führen zu einer erhöhten Aufnahme von Ca
2+
 (über den 
CaU) ins Mitochondrium
23
. Zusätzlich entstehen zu Beginn der Reoxygenierung durch den Einstrom 
und das Überangebot von Sauerstoff und die Wiederaufnahme der Atmungskette vermehrt ROS
37
. 
Zusammen mit der Ca
2+
-Überladung und ATP-Verarmung der Zelle führt dies zur Schädigung 
wichtiger metabolischer Prozesse. Die erhöhte Ca
2+
-Konzentration in der mitochondrialen Matrix 
triggert zusammen mit der erhöhten ROS-Bildung die Öffnung der mPTP, wodurch es letztlich zu 
Nekrose aber auch Apoptose der Zelle kommt
38
. Die Entstehung und Auswirkungen von ROS sowie 
die Bildung und Öffnung der mPTP bei Hypoxie und Reoxygenierung werden in den folgenden 




Abbildung 1.3 Zelluläre Mechanismen zu Beginn der Reoxygenierung 





-Austauschers (NHE). Dieser trägt zu einer erhöhten intrazellulären Na
+
-Konzentration bei, wodurch 




-Austauschers (NCX) aktiviert wird. Die hierdurch resultierte erhöhte 
intrazelluläre Ca
2+
-Konzentration führt zu Hyperkontraktur sowie Arrhythmie und triggert zusammen mit der 
erhöhten Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) die Öffnung der mitochondrialen Permeabilität-Transitions 





-ATPase; SR: sarkoplasmatisches Retikulum. Schema Modifiziert nach Sanada, Komuro et al. 2011
32
. 
Weitere Details im Text.  
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1.3.2 Entstehung und Auswirkungen reaktiver Sauerstoffspezies 





) werden durch die ETC als primäre ROS 




) und Wasserstoffperoxid (H2O2) 
zählen zu den ROS. Darüber hinaus werden auch Stickstoffmonoxid-Radikale (
•
NO) in Anwesenheit 







) reagieren und nitrosativen Stress verursachen. Quellen von ROS sind NADPH-
Oxidasen, entkoppelte Stickstoffmonoxid-Synthasen (NOS), Xanthin-Oxidasen und vor allem 
Mitochondrien
39
. Abbildung 1.4 gibt einen Überblick über die ROS-Bildung und die antioxidativen 
Schutzmechanismen in Kardiomyozyten. 
 
Abbildung 1.4 ROS-Bildung in 
Kardiomyozyten 
Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) werden 
primär in Mitochondrien durch die 
Elektronentransportkette (ETC) gebildet. Aber 
auch NADPH-Oxidasen (NOX), Xanthin-
Oxidasen und entkoppelte Stickstoffmonoxid-
Synthasen (NOS) sind an der Bildung von ROS 
und reaktiven Stickstoffverbindungen beteiligt.  









NO: Stickstoffmonoxid-Radikal; SOD: 
Superoxid-Dismutase; GSH: Glutathion; H2O: 
Wasser. Abbildung modifiziert nach Yang, 
Kyle et al. 2015
40
. Weitere Details im Text.  
 
 
Abhängig von der Konzentration und dem Bildungsort können ROS vorteilhaft oder schädlich für 
Zellen sein. Sie weisen eine hohe Reaktivität mit Lipiden, Proteinen und Nukleinsäuren auf, wodurch 
wichtige zelluläre Strukturen geschädigt werden können
41,42
. Die Oxidation von mehrfach 
ungesättigten Fettsäuren, führt zu Schädigungen der Plasmamembran und einer erhöhten 
Membranpermeabilität
43
. Durch Reaktion mit Nukleinsäuren kann es zu Einzel- und 
Doppelstrangbrüchen kommen sowie Mutationen, welche zu Schädigungen der mitochondrialen DNA 
führen
44
. Dies kann zu fehlerhaften Expressionen der Komplexe der Atmungskette und deren 
Dysfunktion führen. Die Oxidation von Thiol-Gruppen in Proteinen führt zur Schädigung und zum 
Verlust der Aktivität wichtiger Enzyme. In ruhenden Zellen werden ROS primär als Nebenprodukte 
der mitochondrialen Respiration produziert, wenn Elektronen aus der ETC austreten 
(Elektronenleckage)
45,46




Da ROS bei einer Überproduktion zu massiven Zellschädigungen führen können, verfügen die Zellen 
über antioxidative Schutzmechanismen. Als wichtige enzymatische Antioxidantien gelten die 
Superoxid-Dismutasen (SODs), die Katalase sowie das Glutathion-Redoxsystem
49,50
 (siehe Abbildung 
1.4). Die mitochondriale manganhaltige SOD (MnSOD) und die cytosolische Kupfer/Zink-Dismutase 




) zu H2O2, während 
1 Einleitung 
8 
die Katalase H2O2 durch Abbau zu O2 und H2O inaktiviert. Während der Hypoxie sind die ROS-Level 
eher niedrig; es wurde jedoch gezeigt, dass während den ersten Minuten der Reoxygenierung die 
Bildung an ROS enorm zunimmt
51
. Der genaue Mechanismus der ROS-Bildung während der 
Reoxygenierung ist noch nicht geklärt; eine Dysfunktion der Atmungskette und somit ein ineffizienter 
oder umgekehrter Transport der Elektronen könnte zu vermehrter ROS-Bildung hauptsächlich in den 
Mitochondrien führen. Kürzlich wurde gezeigt, dass eine Hemmung des Elektronentransports 
(insbesondere eine Komplex I-Hemmung) während der Ischämie den Reperfusionsschaden verringert, 
und es wird vermutet, dass dies mit einer reduzierten ROS-Bildung zusammenhängt
52
. Darüber hinaus 
haben in jüngster Zeit die Arbeitsgruppen um Tomas Krieg und Michael Murphy Mechanismen, die 
zu einer massiven ROS-Produktion bei Ischämie-Reperfusion führen entschlüsselt. Sie konnten 
zeigen, dass es während der Ischämie zu einer selektiven Akkumulation von Succinat durch 
Umkehrung des von der Succinat-Dehydrogenase (Komplex II) katalysierten Vorgangs kommt
53
. 
Durch diesen Mechanismus kann der Protonentransport durch Komplex I aufrecht erhalten werden
54
. 
Zu Beginn der Reperfusion kommt es durch die Oxidation des akkumulierten Succinats und den 
enormen pH-Wert Unterschied zu einem umgekehrten Elektronentransport an Komplex I, was zur 
Generierung enormer ROS Mengen führt
55
. Die erhöhte Bildung von ROS zusammen mit der erhöhten 
Ca
2+
-Konzentration gilt als Haupttrigger der mPTP-Öffnung, was schließlich zum Zelltod führt (siehe 
auch Abschnitt 1.3.3). 
 
1.3.3 Die mitochondriale Permeabilitäts-Transitions Pore 
Die mitochondriale Permeabilitäts-Transitions Pore (mPTP) wurde erstmals von Haworth und Hunter 
beschrieben
56
. Sie ist eine unspezifische großlumige Pore, die sich zwischen der inneren und äußeren 
Membran der Mitochondrien bildet und Moleküle bis zu 1,5 kDa passieren lässt. Durch die Öffnung 
der mPTP können vor allem Wasser und gelöste Substanzen die Membran passieren, was zu einer 
massiven Schwellung des Mitochondriums und einem Zusammenbruch der OXPHOS führt. Dies 
resultiert wiederum in einer ATP-Abnahme und einer Freisetzung proapoptotischer Faktoren. Die 
Freisetzung dieser proapoptotischen Proteine, wie beispielsweise Cytochrom C, aus dem IM der 
Mitochondrien in das Cytosol führt zu einem irreversiblen Verlust des Membranpotentials und zu 
nekrotischem und apoptotischem Zelltod
57-59
 (siehe auch Abschnitt 1.4). Die endgültige Struktur der 
Pore ist nicht geklärt. Der ANT gilt jedoch gesichert als zentraler Bestandteil der Pore, der mit 
Cyclophilin-D (CyP-D) und dem Porin VDAC interagiert
60,61
. VDAC ist in der OMM lokalisiert, 
während ANT in der IMM lokalisiert ist und mit CyP-D in der Matrix interagiert (siehe Abbildung 
1.5). Durch Bindung von CyP-D an ANT kommt es calciumabhängig zur Konformationsänderung von 
ANT, wodurch der spezifische Transporter in eine unspezifische Pore umgewandelt wird
60
. CyP-D gilt 
durch Experimente mit Cyclosporin A (CsA), einem selektiven CyP-D Inhibitor, als gesicherter 
Interaktionspartner von ANT. Es konnte gezeigt werden, dass CsA in der Matrix der Mitochondrien an 
CyP-D bindet und das Öffnen der mPTP inhibiert
62
. Nach der primären Porenbildung in der IMM 
erfordert der Proteinkomplex auch eine Permeabilisierung der OMM. Hierfür ist vermutlich VDAC 
oder ein anderes Porin verantwortlich, da diese eine Translokation von niedermolekularen gelösten 
Stoffen über die OMM ermöglichen. Zudem haben Versuche, bei denen VDAC gehemmt wurde 
gezeigt, dass die Aktivierung der mPTP und der Verlust des Membranpotentials gehemmt wird und 
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dass der Integritätsverlust der OMM nicht nur durch eine mechanische Belastung, d.h. durch die 
Schwellung der Mitochondrien, zustande kommt
63
. Daher liegt VDAC als Interaktionspartner von 
ANT in der OMM nahe. Die Öffnung der Pore wird hauptsächlich getriggert durch eine erhöhte 
mitochondriale Ca
2+
-Konzentration, erhöhtem ROS sowie der ATP-Verarmung der Zelle
38
. Hingegen 
verhindern ein niedriger pH-Wert das Öffnen der Pore
59
. Es konnte gezeigt werden, dass die mPTP 
während der Hypoxie geschlossen bleibt und sich erst in der frühen Phase der Reperfusion öffnet
64
. 
Durch den niedrigen pH-Wert während der Hypoxie bleibt die mPTP, trotz einer Ca
2+
-Überladung der 
Zelle, geschlossen. Dies liegt am Protonenwettbewerb für die Bindungsstelle von Calcium am CyP-D-
ANT-Komplex, wodurch Ca
2+ 
bei einem niedrigen pH-Wert nicht zur Aktivierung der Pore beitragen 
kann. Wenn in den ersten Minuten der Reperfusion der pH-Wert schnell wieder neutralisiert wird, die 
Ca
2+
-Konzentration jedoch noch sehr hoch ist, öffnet dies die mPTP.  
Proteine der Bcl-2 Familie gelten als Modulatoren der ANT und somit der mPTP-Öffnung
65
. Die 
proapoptotischen Proteine Bax, Bad und Bid translozieren ins Mitochondrium und induzieren die 
Öffnung der mPTP während antiapoptotisches Bcl-2 und Bcl-XL hemmend auf die Öffnung der mPTP 
wirken
66
. Bcl-2 hemmt VDAC durch dessen Modifikation daran, eine permeable Pore zu bilden und 
verhindert dadurch die Freisetzung von weiteren proapoptotischen Proteinen
67
. Auch NO gilt als 




1.4 Zelltodmechanismen während Hypoxie und Reoxygenierung 
Zellschädigungen durch Hypoxie enden zum größten Teil in unspezifischer Nekrose, aber auch die 
Apoptose ist am Zelltod durch Hypoxie beteiligt und trägt erheblich zum Ischämie-
Reperfusionsschaden bei
69,70
. In welchem Ausmaß es zu Nekrose und Apoptose kommt, hängt stark 
von der Dauer der Hypoxie ab. Die Nekrose ist ein passiver Prozess und durch deutliche 
morphologische Veränderungen gekennzeichnet, einschließlich Kollaps der zellulären Homöostase, 
einhergehend mit ATP-Verlust, Integritätsverlust der Plasmamembran, Organellen- und 
Zellschwellung
71
. Die Zerstörung der Zellintegrität und die Freisetzung von Zellinhalten führen zu 
einer sekundären Entzündungsreaktion mit potenziellen pathologischen Konsequenzen. Durch 
Hypoxie und die Umstellung auf anaerobe Glykolyse zur Gewinnung von ATP kommt es, wie in 
Abschnitt 1.3 bereits beschrieben, durch die Akkumulation von Laktat und Protonen zur Azidose, zu 
einer erhöhten Na
+
-Konzentration und schließlich zur Ca
2+
-Überladung der Zelle. Dies führt zur 
verstärkten Aktivität von Ca
2+
-abhängigen Endonukleasen, der Phospholipase A2 sowie Phospholipase 
C, was zu erhöhtem Lipidabbau und DNA-Fragmentierung führt
72,73
. Des Weiteren kommt es durch 
die erhöhte Produktion von ROS, sowohl bei der Hypoxie als auch in der frühen Phase der 
Reoxygenierung zur Permeabilisierung der Zellmembran, was zum Anschwellen der Zelle und 
Freisetzung von Substanzen aus dem Cytosol führt. Auch die Öffnung der mPTP trägt durch die 
Freisetzung von proapoptotischen Proteinen aus der Matrix und dem IM zu nekrotischem Zelltod bei. 
Die Öffnung der mPTP führt zum einen zur Entkopplung der Atmungskette und zum anderen zur 
Entkopplung der ATPase, die unter diesen Bedingungen zum Erhalt des Membranpotentials Protonen 
aus der Matrix pumpt und ATP hydrolysiert
74-76
. Da die Apoptose ein ATP-abhängiger Prozess ist, 
führt eine zunehmende Energiedepletion der Zelle vor allem zu nekrotischem Zelltod.  
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Die Apoptose ist ein hoch regulierter, aktiver, Energie-abhängiger Prozess. Kennzeichen der Apoptose 
sind Schrumpfen der Zelle sowie Bildung von Apoptosekörpern, Blasenbildung der Zellemembran 
(„blebbing“) und der Fragmentierung von Chromatin im Zellkern. Dabei kommt es, im Vergleich zur 
Nekrose, sehr spät zum Verlust der Membranpermeabilität. Die Apoptose gliedert sich in zwei 
Signalwege, den extrinsischen (Todesrezeptor Weg) und den intrinsischen Signalweg (mitochondrialer 
Weg), dargestellt in Abbildung 1.5. Das Ziel beider Signalwege besteht in der Aktivierung von 
Caspasen, welche die zentralen Komponenten der Apoptose darstellen
77
. Caspasen sind eine 
Untergruppe von Cystein-Proteasen, die Substrate nach einem Asparginsäure-Rest spalten. Sie liegen 
im Cytosol als inaktive Vorstufen (Procaspasen) vor und werden in Initiator- (Caspase-2, -8 und -9) 
und Effektorcaspasen (Caspase-3, -6 und -7) unterteilt. Initiatorcaspasen werden durch Dimerisierung 
aktiviert, welche wiederum Effektorcaspasen durch proteolytische Spaltung aktivieren. Es findet somit 
eine Caspase-Kaskade statt. Durch Aktivierung von Caspasen werden nachfolgende strukturelle 
Proteine wie Aktin (Teil des Cytoskeletts) und Laminin (in der Zellkernmembran) gespalten, sowie 
Caspase-aktivierte DNAsen (CADs) aktiviert, was zur DNA-Fragmentierung und zum Zelltod führt
78
. 
Der intrinsische Signalweg wird durch Apoptosestimuli wie Hypoxie, Reoxygenierung oder 
oxidativen Stress ausgelöst. Es kommt dadurch zur Ruptur der OMM oder Öffnung der mPTP, was 
zur Freisetzung von proapoptotischen Faktoren, einschließlich Cytochrom C (CytC), Apoptose-
induzierendem Faktor (AIF), Endonuklease G (EndoG), direktes Apoptose-Inhibierendes Protein 
(IAP), Smac/DIABLO, der Serin-Protease Omi/HtrA2 und Procaspasen (2, 3, 8 und 9) aus dem 
Intermembranraum führt. CytC bindet an das cytosolische Protein APAF-1 (Apoptose-auslösender 
Faktor-1) und bildet zusammen mit Procaspase-9 den sogenannten Apoptosom Komplex, welcher die 
aktive Caspase-9 bildet
79
. Aktive Caspase-9 ihrerseits aktiviert die Caspase-3, -6 und -7
80
. Die 
Freisetzung von AIF und Endo G aus den Mitochondrien führt zu deren Translokation in den Zellkern 
und dort zur indirekten oder direkten DNA-Fragmentierung
81,82
. Smac/DIABLO und Omi/HtrA2 
aktivieren indirekt Caspasen durch die Inaktivierung von Caspase hemmenden Proteinen (IAPs)
83
. Der 
extrinsische Signalweg wird durch Todesliganden, wie z.B. Zytokine, TNF-α oder FAS, welche an 
spezielle korrespondierende Todesrezeptoren auf der Zelloberfläche binden, induziert
84,85
. Durch 
Trimerisierung des Todesrezeptors wird das Signal an intrazelluläre Adapterproteine weitergeleitet, 
was in der Dimerisierung und Aktivierung von Procaspase-8 zu Caspase-8 resultiert
86
. Dies setzt 
ebenfalls eine Caspase-Kaskade in Gang, die zur Aktivierung der Effektorcaspase-3 (6 und 7) sowie 
Bid führt. Bid ist ein proapoptotisches Bcl-2 Protein, welches den extrinsischen und intrinsischen 







Abbildung 1.5 Extrinsischer und intrinsischer Apoptose-Signalweg 
Beide Signalwege der Apoptose führen zur Aktivierung von Caspasen. Dabei wird der extrinsische Signalweg 
durch Bindung von Todesliganden an Todesrezeptoren initiiert, während der intrinsische Signalweg bspw. durch 
Hypoxie, Reoxygenierung und oxidativen Stress ausgelöst wird und primär zur Ruptur der OMM führt. Der 
Kollaps der mitochondrialen Integrität resultiert in der Freisetzung proapoptotischer Faktoren aus dem IM sowie 
eine Aktivierung der Caspase-Kaskade und führt schließlich zur DNA-Fragmentierung und zum Zelltod. 
Reguliert wird die Apoptose hauptsächlich durch Proteine der Bcl-2 Familie. Bax und tBid führen zum einen zur 
mPTP-Öffnung und können zum anderen durch Oligomerisierung Poren bilden. Dies wird durch die 
antiapoptotischen Proteine Bcl-2 und Bcl-XL gehemmt. IAP: Apoptose-Inhibierendes Protein; CytC: 
Cytochrom C; AIF: Apoptose-induzierender Faktor; EndoG: Endonuklease G; APAF-1. Apoptoseprotease-
aktivierender Faktor; tBid: geschnittenes, aktiviertes Bid; ANT: Adeninnukleotid-Translokase; VDAC: Voltage-
Dependent Anion Channel; Cyp-D: Cyclophilin-D; mPTP: mitochondriale Permeabilitäts-Transitions Pore. 
Abbildung Modifiziert nach Baines and Molkentin 2005
87
. Weitere Details im Text.  
 
Reguliert wird die Apoptose hauptsächlich durch Proteine der Bcl-2-Familie, welche in zwei Gruppen 
unterteilt werden können. Zum einen gibt es antiapoptotische Bcl-Proteine, zu denen Bcl-2 und Bcl-XL 
gehören, sowie proapoptotische Bcl-Proteine wie Bid, Bax und Bak
88,89
. Die proapoptotischen Bcl-
Proteine liegen als inaktive Stufen im Cytosol vor. Durch Spaltung und Aktivierung von Bid, durch 
Caspase-3, entsteht aktiviertes Bid („truncated“ Bid/tBid), das nachfolgend in die OMM transloziert 
und die Translokation von Bax nach dessen Modifikation in die OMM induzieren kann. Durch 
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Konformationsänderungen der OMM können sie oligomere Strukturen und dadurch Poren formen, 
was zur Freisetzung proapoptotischer Faktoren, v.a. Cytochrom C, aus dem Intermembranraum in das 
Cytosol führt
90,91
. Außerdem kann durch Bax und Bid die mPTP (wie bereits in Abschnitt 1.3.3 
beschrieben) moduliert und dessen Bildung bzw. Offenwahrscheinlichkeit erhöht werden. 
Antagonisiert werden die proapoptotischen Proteine durch die antiapoptotischen Bcl-Proteine. Diese 
Proteine sind in der äußeren Mitochondrienmembran lokalisiert und inhibieren die mPTP direkt durch 
Interaktion mit VDAC oder indirekt durch Verhinderung der Interaktion zwischen Bak bzw. Bax und 
VDAC oder ANT
92
. Dass die Proteine der Bcl-2 Familie wichtige Regulatoren der Apoptose bei 
Hypoxie-Reoxygenierung sind ist bekannt. Dabei wirkte eine Überexpression von Bcl-2 




1.5 Kardioprotektion  
1.5.1 Aktivierung intrazellulärer Signalwege 
Um das Überleben von Kardiomyozyten während Hypoxie und vor allem zu Beginn der 
Reoxygenierung zu sichern, werden intrazelluläre Signalwege aktiviert. Hierbei spielen die 
sogenannten pro-survival-Kinasen, die Apoptose verhindern und das Zellüberleben fördern, eine große 
Rolle. Diese kardioprotektiven Wirkungen werden dabei insbesondere über die extrazellulär 
signalregulierten Kinasen 1 und 2 (ERK1/2)
95,96
 und die Proteinkinase B (PKB/Akt)
97,98
 vermittelt. Auf 
Grund der effizienten und hohen Kardioprotektion durch diese Faktoren, die sich vor allem zu Beginn 
der Reperfusion sowie bei ischämischer oder pharmakologischer Postkonditionierung gezeigt hat, wird 
der Signalweg auch als RISK (reperfusion injury salvage kinase)-Signalweg bezeichnet. Der genaue 
Mechanismus durch den die Rekrutierung dieser pro-survival-Kinasen den zellulären Schutz 
vermitteln, ist noch nicht ganz geklärt, aber das zelluläre Überleben wird auf die Phosphorylierung 
und Inaktivierung einer Vielzahl von proapoptotischen Proteinen zurückgeführt, was letztendlich zur 
Hemmung der mPTP-Öffnung führt (siehe Abbildung 1.6). 
Die ERK1/2-Signalkaskade ist ein zentraler Weg zur Übertragung extrazellulärer Signale ins 
Zellinnere und Regulation von zellulären Prozessen wie Proliferation, Differenzierung und Zelltod. 
Die Signalisierung über die ERK1/2-Kaskade wird durch sequenzielle Phosphorylierung und 
Aktivierung von Proteinkinasen, in verschiedenen Ebenen der Kaskade, vermittelt. Die Aktivierung 
der Kaskade wird durch kleine GTP-bindende Proteine wie beispielsweise Ras oder Adapterproteine 
initiiert, die das Signal an nachfolgende Proteinkinasen (z.B. Raf) übertragen. Diese Proteinkinasen 
werden gemeinhin als MAPK-Kinase-Kinasen (MAPKKK) bezeichnet
99
. Ausgelöst wird die 
Aktivierung der Kinase-Kaskade durch extrazelluläre Stimuli wie Wachstumsfaktoren, Hypoxie, 
Reoxygenierung, ROS oder Zytokine, die Rezeptortyrosinkinasen (RTK) oder G-Protein gekoppelte 
Rezeptoren (GPCR) in der Zellmembran stimulieren. Akt gehört zu den Serin-Threonin-Kinasen, die 
als kritischer Regulator des Zellüberlebens und der Proliferation fungiert. Drei Isoformen der Akt 
(Akt1/PKB, Akt2/PKB, Akt3/PKB) wurden im Myokardium identifiziert100,101. Aktiviert wird Akt 
über die PI3K-Signalkaskade als Reaktion auf die Aktivierung eines breiten Spektrums von 
Rezeptoren, einschließlich derjenigen für Wachstumsfaktoren (EGFR) und GPCR. Durch 
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extrazelluläre Stimuli kommt es in der Zelle zur Aktivierung der PI3-Kinase, welche die 
Phosphorylierung von Phosphatidylinositol-diphosphat (PIP2) in Phosphatidylinositol-trisphosphat 
(PIP3) katalysiert. PIP3 führt schließlich zur Aktivierung der Akt durch die Phosphoinosid-abhängige 
Kinase-I (PDKI)
102
. Ähnlich wie bei vielen anderen Proteinkinasen enthält Akt eine Amino-terminale 
Domänenstruktur mit einer spezifischen PH-Domäne, eine zentrale Kinase-Domäne und eine 
Carboxyl-terminalen regulatorischen Domäne, die die Wechselwirkungen zwischen Signalmolekülen 
vermittelt. Akt enthält zwei regulatorische Phosphorylierungsstellen: eine in der katalytischen Kinase-
Domäne (Thr308) und eine in der C-Terminalen regulatorischen Domäne (Ser473). Die PH-Domäne 
interagiert mit Membranlipiden wie z.B. PIP3
103
. Durch Phosphorylierung an Thr308 kann die Kinase 
teilweise aktiviert werden, während für eine vollständige Aktivität eine Phosphorylierung an beiden 
zuvor erwähnten Phosphorylierungs-stellen notwendig ist.  
Akt und ERK1/2 haben zum einen direkte aber auch indirekte Effekte auf den Apoptosesignalweg, 
dargestellt in Abbildung 1.6. Sie phosphorylieren zahlreiche Faktoren, einschließlich proapoptotische 
Proteine (Bad, Bax, BIM, p53 und Caspasen), Transkriptionsfaktoren (z.B. NF-B), endotheliale NO-
Synthase, Proteinkinase C (PKC) und Glykogensynthase-Kinase-3 (GSK-3)104.  
Bad gilt als direktes Target sowohl der Akt als auch von ERK1/2, das durch Phosphorylierung seine 
proapoptotische Wirkung verliert
105,106
. Die Phosphorylierung von Bad bewirkt eine Dissoziation von 
Bcl-2/Bcl-XL und es wird daraufhin im Cytosol von 14-3-3 Proteinen komplexiert. Dadurch verliert 
Bad seine proapoptotische Funktion. Bax, ein weiteres proapoptaotisches Protein aus der Bcl-2 
Familie, wird ebenfalls von Akt und ERK1/2 gehemmt
107,108
. Eine Konformationsänderung von Bax 
führt zur Translokation in die OMM. Durch direkte Porenbildung von Bax in der OMM kommt es zur 
Freisetzung von CytC und mPTP-Öffnung. Durch die Akt- und ERK1/2-abhängige Phosphorylierung 
wird die Konformationsänderung von Bax gehemmt und somit Bax-induzierte Apoptoseisgnalwege. 
Akt und ERK1/2 wirken darüber hinaus hemmend auf die Caspase-Kaskade
109,110
. Die Procaspase-9, 
als Initiator der Apoptose, wird durch Phosphorylierung von Akt an Ser196 inaktiviert. Dies führt zur 
Hemmung der weiteren Caspase-Kaskade Aktivierung und der Apoptose-Induktion. ERK1/2 steht 
hingegen im Verdacht die Aktivierung der Caspase-3 zu hemmen. Es wurde gezeigt, dass Akt die 
endotheliale NO-Synthase (eNOS) phosphoryliert, wodurch vermehrt Stickstoffmonoxid (NO) 
gebildet wird, das mit für den Zellschutz verantwortlich ist
111,112
. Über NO kommt es zu einer über den 
sekundären Botenstoff zyklisches Guanosin-3‘-5‘-monophosphat (cGMP) und Aktivierung der cGMP-
abhängige Proteinkinase Typ I (cGKI) -vermittelten Hemmung der mPTP-Öffnung
113
 (siehe auch 
Abschnitt 1.6.5). NO kann auch cGMP-unabhängig freie Thiol-Gruppen nitrosylieren, was ein 







. Beispielsweise kann NO L-Typ Ca
2+
-Kanäle S-
nitrosylieren, wodurch deren Aktivität gehemmt wird und weniger Ca
2+
 in die Zelle gelangt. Auch 
Komplex I in den Mitochondrien kann während der Hypoxie/Reoxygenierung spezifisch von NO 
nitrosyliert werden, was die ROS-Bildung und mPTP-Öffnung verzögert und somit kardioprotektiv 
wirkt. Neueste Studien zeigen, dass PKC zum Zellschutz beiträgt, der mit dem Phänomen der 
ischämischen Präkonditionierung (siehe Abschnitt 1.5.2) assoziiert ist
114
. NO führt durch Aktivierung 
der löslichen Guanylatzyklase (sGC) zur Erhöhung des cGMP-Spiegels. cGMP wiederum aktiviert die 
cGKI, was bei Ischämie-Reperfusion zur Öffnung mitochondrialer Kaliumkanäle führt (siehe auch 
Abschnitt 1.6.3). In der Literatur finden sich vor allem Hinweise auf kardioprotektive Eigenschaften 
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der ATP-abhängigen Kaliumkanäle (KATP)
115,116
, aber auch der mitochondriale BK-Kanal rückt in 
diesem Zusammenhang immer mehr in den Fokus (siehe Abschnitt 1.7.4). Durch K
+
-Einstrom über 
den mitochondrialen ATP-abhängigen Kaliumkanal (mitoKATP) kommt es zu einer leichten Erhöhung 
der ROS-Bildung, was zur Aktivierung der PKC führt und die mPTP-Öffnung verhindert117. Es 
wurde in der Literatur bereits beschrieben, dass die PKC direkt durch ROS aktiviert werden kann
118
. 
Der primäre PKC-vermittelte kardioprotektive Mechanismus verläuft jedoch über eine K
+
-Kanal- und 
ROS-unabhängige Aktivierung der PKC, dessen Signalweg noch nicht vollständig entschlüsselt 
ist
119,120
. Beispielsweise führt Akt auch direkt zur Aktivierung der PKC
121
. Auf die Rolle des 
NO/cGMP/cGKI-Signalweges bei Hypoxie-Reoxygenierung wird in Abschnitt 1.6.5 detailliert 
eingegangen.  
Die GSK-3 befindet sich überwiegend im Cytosol, kann aber auch in Mitochondrien und im 
Zellkern
122
 lokalisiert sein. Sie ist eine Serin-Threonin-Kinase und reguliert eine Vielzahl von 
zellulären Prozessen wie beispielsweise Apoptose, Wachstum und Metabolismus
123
. Außerdem wurde 
die Aktivität der GSK-3 mit vielen Zellprozessen, einschließlich der Regulierung mehrerer 
Transkriptionsfaktoren, wie NF-κB, Apoptose und Zellüberleben assoziiert. Die GSK-3-Aktivität 
wird durch Phosphorylierung eines N-terminalen Serins (Ser9) signifikant reduziert. Diese 
inhibitorischen Phosphorylierungen von GSK-3 werden durch mehrere Kinasen vermittelt, darunter 
Akt sowie ERK1/2 und die p70S6-Kinase
124,125
. Durch Phosphorylierung von GSK-3 werden die 
Signaltransduktionswege, die normalerweise durch die GSK-3 geblockt sind, aktiviert. Als 
hauptkardioprotektive Wirkung der GSK-3-Inaktivierung gilt die Hemmung der mPTP-Öffnung. 




Indirekte Effekte von Akt und ERK1/2 werden hauptsächlich durch die Phosphorylierung der p70S6 
(70-kDa ribosomale S6)-Kinase  vermittelt
106
. Diese führt einerseits indirekt zur Hemmung von Bad 
und Bax sowie zur Phosphorylierung und Inaktivierung von GSK-3 aber auch zur Proteintranslation, 
was zum Zellüberleben beiträgt. Aktuelle Studien zeigen, dass Akt und ERK1/2 das Zellüberleben 
auch über Transkriptionsfaktoren, die sowohl für pro- als auch für antiapoptotische Gene 
verantwortlich sind, beeinflussen. Viele der bisher identifizierten Substrate, die durch Akt beeinflusst 
werden, sind in der transkriptionalen Regulation von Zellüberleben beteiligt. Dazu gehört der 
Transkriptionsfaktor NF-B (nuclear factor-B), der von wichtiger Bedeutung für die Regulation der 
Immunantwort, der Zellproliferation und des Zelltodes ist. Die Aktivierung von NF-B ist abhängig 
von der Phosphorylierung des IB-Kinase (IKK)-Komplexes und der Degradierung  des 
inhibitorischen B-Proteins (IB). Es wurde gezeigt, dass Akt IKK phosphoryliert, was zur 
Aktivierung und Translokation von NF-B in den Zellkern und zur Transkription von NF-B-
abhängigen Genen führt
127










Abbildung 1.6 Aktivierung intrazellulärer kardioprotektiver Signalwege 
Durch Hypoxie, Reoxygenierung und oxidativen Stress kommt es Rezeptor-vermittelt zur Phosphorylierung und 
Aktivierung von ERK1/2 und Akt, die wichtige antiapoptotische Faktoren aktivieren bzw. proapoptotische 
Faktoren inaktivieren. Dies führt letztendlich zur Hemmung der mPTP-Öffnung sowie Transkription wichtiger 
pro-survival-Kinasen und damit zur Kardioprotektion. RTK: Rezeptortyrosinkinasen; GPCR: G-Protein 
gekoppelte Rezeptoren ; EGFR: Epidermal Growth Factor Receptor; ERK1/2: extrazellulär signalregulierten 
Kinasen; Akt: Proteinkinase B; PI3K: PI3-Kinase; PIP3: Phosphatidylinositol-trisphosphat; PIP2: 
Phosphatidylinositol-diphosphat; PDKI: Phosphoinosid-abhängige Kinase-I; Ras, Raf, MEK1/2: MAP-Kinasen; 
GSK-3: Glykogensynthase-Kinase-3; p70S6K: 70-kDa ribosomale S6-Kinase; eNOS: endotheliale NO-
Synthase; NO: Stickstoffmonoxid; PKC: Proteinkinase C; mPTP: mitochondriale Permeabilitäts-Transitions 
Pore; Bas, Bax: antiapoptotische Bcl-2 Proteine. Schema Modifiziert nach Hausenloy und Yellon 2004
129
. 
Weitere Details im Text. 
 
1.5.2 Ischämische Prä- und Postkonditionierung 
Kardioprotektion kann auch durch Konditionierung erreicht werden. Dabei unterscheidet man die 
ischämische Präkonditionierung (iPrä) und die ischämische Postkonditionierung (iPost). Murrey und 
seine Mitarbeiter beschrieben das Prinzip der iPrä an isolierten Hundeherzen zum ersten Mal
130
. Dabei 
wurden vor der kardialen Ischämie kurze Episoden von Ischämie/Reperfusion wiederholt; d.h. dem 
vollständigen Koronarverschluss gingen vier kurze Zyklen mit jeweils 5 minütiger Ischämie und 5 
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minütiger Reperfusion voraus. Die Infarktgröße reduzierte sich hierbei signifikant. Dieses Konzept der 
Konditionierung ist jedoch zur Behandlung des akuten MI nicht geeignet. Daher wurde es auf das 
klinisch relevantere Modell der iPost übertragen. Hierbei werden der Blutfluss und die 
Wiederversorgung der Zellen mit Sauerstoff nach der Ischämie hinausgezögert. Die kurzen Episoden 
der Ischämie/Reperfusion werden zum Zeitpunkt des Reperfusionsbeginns angewendet. Der 
Mechanismus der iPrä scheint weitgehend geklärt. Nach aktuellem Stand wird die Signaltransduktion 







 und Prostaglandine während der kurzen Ischämie/Reperfusionsphasen 
vermehrt freigesetzt und vermitteln über verschiedene G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR) die 
iPrä. Aber auch Acetylcholin oder Angiotensin II wurden als Trigger der iPrä identifiziert
119,134,135
. 
Diese Substanzen aktivieren den RISK-Signalweg (siehe Abschnitt 1.5.1) wodurch die 
kardioprotektive Wirkung zustande kommt. Die Signaltransduktion der iPost ist im Detail noch unklar, 
es werden aber Ähnlichkeiten zur Signaltransduktion der iPrä angenommen. Auch hier scheint die 
Aktivierung des RISK-Signalweges eine bedeutende Rolle zu spielen
136
. Der kritische Faktor, der die 
Schwelle für die Auslösung des iPost-Schutzes bestimmt, ist die intrazelluläre pH-Wert 
Normalisierung zu Beginn der Reperfusion zu verzögern
137,138
. Die kardioprotektive Wirkung durch 
Verlängerung der intrazellulären Azidose während der ersten Minuten der Reperfusion wurde in 
verschiedenen Modellen gezeigt
139-141
. Die reduzierte Laktatauswaschung durch intermittierende 
Wiederherstellung des Koronarflusses ist sicherlich eine wichtige Komponente durch den die iPost 
ihre kardioprotektive Wirkung vermittelt, jedoch gibt es auch gute Hinweise darauf, dass die 





1.6 Der NO/cGMP/cGKI-Signalweg 
Die gefäßerweiternde Wirkung des Sticksoffmonoxids (NO) wurde schon vor vielen Jahren entdeckt. 
Ende der 1970er Jahre wurde die physiologische Wirkung von NO erstmals durch Ferid Murad 
bekannt
144
. Bei Untersuchungen mit Nitraten entdeckte er, dass NO freigesetzt wird, was eine 
Erweiterung der Blutgefäße bewirkte und den sekundären Botenstoff cGMP erhöhte. Zu diesem 
Zeitpunkt war endogenes NO in biologischen Systemen unbekannt. Für die Entdeckung von NO als 
Signalmolekül und somit der Hauptkomponenten des NO/cGMP-Signalweges, wurde 1998 an Robert 
Furchgott, Ferid Murad und Louis J. Ignarro der Nobelpreis für Physiologie und Medizin verliehen. 
Den Forschern gelang es erstmals, die große Bedeutung von NO für die Blutversorgung von Organen 
und dessen Rolle als Botenstoff im Organismus nachzuweisen
145-147
.  
1.6.1 cGMP: Bildung und Effektoren 
Die enzymatische Bildung von cGMP erfolgt mit Hilfe von Guanylatzyklasen aus Guanosin-5‘-
triphosphat (GTP) unter Abspaltung von Pyrophosphat
148
. Dabei stehen zwei Guanylatzyklasen zur 
Verfügung: die cytosolische lösliche Guanylatzyklase (sGC), sowie die membranständigen 
partikulären Guanylatzyklasen (pGC). Die Bildung von NO sowie die Bildung und Effektoren von 






Abbildung 1.7 Bildung und Effektoren von cGMP 
cGMP wird durch lösliche (sGC) oder membranständige (pGC) Guanylatzyklasen gebildet. Stickstoffmonoxid 
(NO), welches durch die Umwandlung von L-Arginin zu L-Citrullin entsteht, aktiviert die sGC, während pGCs 
durch natriuretische Peptide (ANP, BNP, CNP) aktiviert werden. cGMP aktiviert seine Effektoren; insbesondere 
die cGMP-abhängige Proteinkinase Typ I (cGKI), den primären cGMP Rezeptor im kardiovaskulären System. 
Degradiert wird cGMP durch Phosphodiesterasen (PDEs). eNOS/nNOS/iNOS: endotheliale/neuronale/ 
induzierbare NO-Synthase; GTP: Guanosin-5’-triphosphat; cGMP: zyklisches Guanosin-3’,5’-monophosphat; 
5’GMP: Guanosin-5´-monophosphat; ANP: Atriales natriuretisches Peptid; BNP: B-Typ/brain natriuretisches 
Peptid; CNP: C-Typ natriuretisches Peptid; CNG-Kanal: durch zyklische Nukleotide gesteuerter Ionenkanal. Das 
Schema wurde modifiziert nach Hofmann et al. 2000
149
. Weitere Details im Text. 
 
Die NO-abhängige cGMP-Generierung wird von der sGC vermittelt. Die Bildung des Radikals NO 
wird dabei zuerst aus L-Arginin durch NO-Synthasen (NOS) gebildet, von denen drei Isoformen 
bekannt sind: die konstitutiv exprimierte endotheliale NO-Synthase (eNOS) und neuronale NO-
Synthase (nNOS), welche in vielen Geweben exprimiert werden und Ca
2+
/Calmodulin (CaM)-
abhängig aktiviert bzw. kontrolliert werden sowie die induzierbare NO-Synthase (iNOS). Die iNOS 
wird besonders nach Aktivierung durch Transkriptionsfaktoren verstärkt exprimiert und Ca
2+
/CaM-
unabhängig durch Endotoxine und Cytokine aktiviert sowie von Makrophagen und anderen Zelltypen 
als Reaktion auf (pro)entzündliche Mediatoren exprimiert
150
. Die NO-Synthasen katalysieren in 
Gegenwart von Sauerstoff und NADH den Abbau von L-Arginin zu L-Citrullin und NO
151
. Das 
entstandene NO ist sehr kurzlebig und diffundiert daher direkt durch Zellmembranen benachbarter 
Zellen. Lösliche GCs sind heterodimere Proteine aus einer α1- bzw. α2- und einer β-Untereinheit
152
. 
Außerdem enthalten sie eine Häm-Gruppe mit einem Protoporphyrin IX-Ring, welcher den NO-Häm-
Komplex ausbildet und zur Aktivierung der Gunanylyl-Cyclase Domäne des Enzyms notwendig ist
153
. 
Nach Aktivierung durch NO erfolgt die Umsetzung von GTP zu cGMP
154
. Mit NO-GC1 (11) und 
NO-GC2 (21) lassen sich zwei katalytisch aktive Heterodimere des NO sGC-Rezeptors 
unterscheiden
155
. Die NO-GC2 wird hauptsächlich im Gehirn und der Lunge exprimiert, während die 
NO-GC1 in nahezu allen Geweben exprimiert wird
155,156
. Neben den sGCs kann die intrazelluläre 
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cGMP-Konzentration auch NO-unabhängig erhöht werden. Dies wird über membranständige pGCs 
vermittelt. Es wurden bisher sieben Isoformen der pGC identifiziert. Alle Isoformen (GC-A bis GC-G) 
haben eine extrazelluläre Liganden-Bindedomäne, eine kurze transmembrane Region und eine 
intrazelluläre Domäne, welche die katalytische (GC) Region enthält. Partikuläre GCs fungieren als 
Rezeptor, jedoch wurde bisher nur für vier der Guanylatzyklasen (GC-A bis GC-D) spezifische 
Liganden identifiziert, weshalb die Isoformen GC-E bis GC-G als orphan receptors bezeichnet 
werden
157,158
. Bekannte Liganden der pGCs sind die natriuretischen Peptide ANP (atriales 
natriuretisches Peptid), BNP (B-Typ/brain natriuretisches Peptid) und CNP (C-Typ natriuretisches 
Peptid)
159
. Dabei binden ANP und BNP, welche hauptsächlich im Atrium und Ventrikel exprimiert 
werden
160
 mit hoher Affinität an GC-A, während CNP bevorzugt GC-B aktiviert. Die GC-C wird 
durch Guanylin und Uroguanylin aktiviert.  
Inzwischen ist klar, dass die GCs unterschiedliche cGMP-Pools generieren. Somit ergibt sich ein 
lokales, unmittelbar an der Plasmamembran verfügbares cGMP, wenn es durch die pGC gebildet 
worden ist, wohingegen durch sGC gebildetes, global verfügbares cGMP entsteht
161
. Zudem können 
diese intrazellulären cGMP-Pools durch Phosphodiesterasen (PDEs) gesteuert werden, da sie 
letztendlich die zellulären und funktionellen Reaktionen im Myokard, durch die Hydrolyse sowohl 
von cGMP als auch von zyklischem Adenosin-3‘5‘-monophphsphat (cAMP), beeinflussen162 (siehe 
Abschnitt 1.6.2). Dabei sind die Funktionen von cGMP im kardiovaskulären System zahlreich  
(siehe Abschnitt 1.6.3). Die wichtigsten Effektoren im kardiovaskulären System sind dabei die cGKI 
sowie cGMP-regulierte Phosphodiesterasen (PDE) (siehe Abschnitt 1.6.4 und 1.6.2). Darüber hinaus 
werden durch zyklische Nukleotide gesteuerte Ionenkanäle (CNG-Kanäle) von cGMP aktiviert. CNG-
Kanäle werden hauptsächlich in der Retina und in olfaktorischen Epithelzellen exprimiert, und sie 





1.6.2 Inaktivierung des kardialen cGMPs durch Phosphodiesterasen 
Abhängig vom Zelltyp und der Funktion ändert sich die cGMP-Konzentration in sehr kurzer Zeit, oder 
sie kann für Stunden sehr hoch sein. Die Amplitude, Dauer sowie Ausbreitung eines cGMP Signals 
wird dabei von cGMP-abhängigen Phosphodiesterasen (PDEs) reguliert. PDEs sind Enzyme, die sich 
in fast allen Zellen nachweisen lassen und dienen zur Hydrolyse der sekundären Botenstoffe cGMP 
und cAMP. cGMP wird dabei zu Guanosin-5‘-monophasphat (GMP) abgebaut, während cAMP zu 
Adenosin-5‘-monophosphat (AMP) abgebaut wird164. PDEs unterscheiden sich in ihrer Affinität und 
Spezifität für cAMP und cGMP, in ihrer Gewebedistribution sowie in ihrer subzellulären Lokalisation 
in Kardiomyozyten und anderen Zellen. Die unterschiedliche subzelluläre Verteilung und Aktivität der 
PDEs führt zu variablen cGMP- und cAMP-Konzentrationen in den verschiedenen intrazellulären 
Kompartimenten nach pGC- und sGC-Stimulation
165
. Die Aktivität der PDEs wird durch verschiedene 
biochemische Mechanismen, einschließlich Phosphorylierungen/Dephosphorylierungen, allosterische 
Bindung von cGMP oder cAMP, Bindung von Ca
2+
/CaM und verschiedenen Protein-Protein-
Interaktionen reguliert
166
. Diese Faktoren sind wichtige Komponenten zur Feinregulierung lokaler 
cGMP-Konzentrationen. Es wurden bisher 11 verschieden PDE-Genfamilien identifiziert, von denen 
PDE5, 6 und 9 spezifisch für cGMP und PDE4, 7 und 8 selektiv für cAMP sind. Die PDE1, 2, 3, 10 
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und 11 hydrolysieren hingegen beide sekundäre Botenstoffe
167
. Zudem werden innerhalb der PDE-
Gruppen weitere Subfamilien und Spleißvarianten (bezeichnet mit Großbuchstaben, z.B.: PDE2A) 
unterschieden
168
. Alle PDEs haben eine C-terminale Region, in der sich die katalytische Domäne 
befindet. Die N-terminale Domäne der PDEs 2, 5, 6, 10 und 11 enthält eine regulatorische Domäne, 
die sogenannte GAF-Bindungsdomäne, die die allosterische Bindung von cGMP, die Dimerisation 
und die Modulation der katalytischen Aktivität ermöglicht.  
Im Herzen gibt es verschiedene Subfamilien von PDEs mit unterschiedlicher Substratspezifität, die ein 
Crosstalk zwischen den PDEs impliziert und somit eine Feinregulation der cGMP-Konzentration im 
Herzen gewährleisten
169,170
. PDE2, PDE3 und PDE5 sind an der negativen Rückkopplung von cGMP 
und cAMP beteiligt. Die PDE2 hydrolysiert cAMP und cGMP in gleichem Maße und kann die 
zyklischen Nukleotide am allosterischen Zentrum binden. Die Bindung von cGMP in der GAF B-
Domäne der PDE2 verbessert dessen katalytische Aktivität, was zur erhöhten Hydrolyse von cAMP 
führt
171
. Durch diese duale Substratspezifität ist ein negativer Crosstalk zwischen dem cGMP- und 
cAMP-Signalweg möglich, da cGMP in der Lage ist das cAMP-Signal zu reduzieren. Die PDE3 kann 
ebenfalls sowohl cGMP, als auch cAMP hydrolysieren, hat aber eine höhere, jedoch sehr niedrige 
Hydrolysegeschwindigkeit für cAMP, sodass vor allem kleinste Mengen cGMP zu einer kompetitiven 
Hemmung des PDE3-vermittelten cAMP-Abbaus führen
172
. Letztlich kommt es durch diese negative 
Rückkopplung zur Akkumulation von cAMP. Die cAMP-Konzentration wird somit durch cGMP über 
PDE2 und PDE3 beeinflusst. Obwohl die Expression von PDE5 in Kardiomyozyten sehr niedrig 
ist
173,174
, bekommt sie immer mehr Bedeutung und spielt offensichtlich zusammen mit der PDE1 und 
PDE2 eine wichtige Rolle in der Regulation von cGMP in den Kardiomyozyten
175
. Die PDE5 ist 
spezifisch für cGMP und zumindest im Herzen scheint sie insbesondere die NO-sGC generierten 
cGMP-Pools zu regulieren
161,176
. In vivo wurde gezeigt, dass Sildenafil (ein PDE5 Inhibitor) die Post-
Ischämische Dysfunktion des Herzens reduziert
177
 und auch in vitro sowohl Apoptose als auch 
Nekrose in isolierten Kardiomyozyten reduziert
178
. Durch die allosterische Bindung von cGMP an die 
GAF A-Domäne der PDE5 kommt es durch beschleunigte cGMP-Hydrolyse am katalytischen 




1.6.3 Struktur und Vorkommen der cGMP-abhängigen Proteinkinase Typ I 
cGMP-abhängige Proteinkinasen (cGK) gehören zu den Serin/Threonin Kinasen. Die cGK-Isoformen 
werden dabei von zwei Genen (prkg 1 und prkg 2) kodiert. cGKI und cGKI sind Spleißvarianten 
des prkg 1 Gens und cGKII wird von prkg 2 kodiert
180,181
. Die cGKI wird hauptsächlich im glatten 
Muskelgewebe, in der Lunge, in Plättchen und im Gehirn exprimiert
182,183
. Dabei ist die cGKI vor 
allem im Herzen präsent
184,185
. Abbildung 1.8 zeigt die schematische Struktur der cGKI.  
Beide cGKI Isoformen sind lösliche Enzyme. Nach Bindung von cGMP phosphorylieren cGKs eine 
Vielzahl von Proteinen an Serin/Threonin-Resten. Die cGKs bestehen aus drei funktionalen Domänen. 
Sie enthalten eine N-terminale Domäne, eine regulatorische Domäne sowie eine katalytische Domäne. 
Sie liegen stets als Homodimere vor, welche über ein Leucinzipper-Motiv in der N-terminalen Region 
miteinander interagieren
186
. Die regulatorische Domäne enthält zwei cGMP Bindestellen mit 





eine Bindestelle für Peptide
181,187
. Die N-terminale Region reguliert die Affinität der cGMP-
Bindestellen über einen allosterischen Mechanismus, vermittelt nach Aktivierung eine Dimerisation 
des Enzyms mit Hilfe des Leucinzipper-Motivs und interagiert mit den Zielproteinen. Die Bindung 
von cGMP an beide Seiten der regulatorischen Domäne resultiert in einer Autophosphorylierung des 
Amino-Terminus und einer Konformationsänderung des Enzyms. Hierbei wird das Zentrum der 
katalytischen Domäne von der Autoinhibition durch die Pseudosubstratbindestelle frei, was den 







Abbildung 1.8 Schematische Struktur der cGKI 
(A) Schematische Darstellung eines cGKI-Monomers mit einer regulatorischen und katalytischen Domäne. (B) 
Die Bindung von 4 cGMP Molekülen führt zur Dimerisierung und Aktivierung der cGKI, was die Interaktion 
mit Substraten und deren Phosphorylierung ermöglicht. Das Schema wurde modifiziert nach Vallur, Kalbacher 
et al. 2014
189
. Weitere Details im Text. 
 
1.6.4 Zielproteine von cGMP/cGKI im kardiovaskulären System 
Es wurden zahlreiche Zielproteine identifiziert, die von der cGKI phosphoryliert werden
190
. Die cGKI 
kann modulierend in den Energiehaushalt der Zellen und in verschiedene Signalkaskaden, die 
Proliferation und Differenzierung von Glattmuskelzellen und Kardiomyozyten regulieren, eingreifen. 
Aktiviert wird die cGKI schon durch submikromolare Konzentrationen an cGMP. Dabei wird die 
Substratspezifität der cGKI-Isoformen über die N-terminale Region bestimmt.  
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Die cGKI wirkt modulierend auf vaskuläre Glattmuskelzellen (VSMC). Diese regulieren den 
Gefäßtonus und spielen eine zentrale Rolle in der Pathogenese der Arteriosklerose und anderen 
vaskulären Erkrankungen. Im Allgemeinen wird die SMC-Kontraktion durch Rezeptor-vermittelte 
Generierung des sekundären Botenstoffes Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) ausgelöst. IP3 induziert die 
Ca
2+
-Freisetzung aus intrazellulären Speichern, gefolgt von einem extrazellulären Ca
2+
-Einstrom über 
spannungsabhängig und -unabhängig gesteuerte Ca
2+
-Kanäle. Eine erhöhte [Ca
2+
]i  führt letztlich zur 
Aktivierung der Myosin-ATPase und Kontraktion der SMCs
191
. Dabei kann die cGKI sowohl die 
[Ca
2+
]i durch Hemmung der IP3-vermittelten Ca
2+
-Freisetzung aus intrazellulären Speichern reduzieren 
als auch die Ca
2+
-Sensitivität beeinflussen.  
Darüber hinaus kann die cGKI den calciumaktivierten Kaliumkanal mit hoher Leitfähigkeit (BK-
Kanal) direkt oder indirekt durch Regulation von Phosphatasen phosphorylieren und dadurch dessen 
Öffnungswahrscheinlichkeit erhöhen
192-194
. Die Öffnung des BK-Kanals resultiert in einer 
Membranhyperpolarisation und einer Reduktion des Calciumeinstroms durch Schließen von 
spannugsabhängigen Ca
2+
-Kanälen einschließlich des L-Typ-Calciumkanals. Das Öffnen des BK-
Kanals ist maßgeblich an der Regulation des Blutdrucks beteiligt, was in Wildtyp und cGKI-
defizienten Mäusen gezeigt wurde
195,196
. Die in den Kardiomyozyten lokalisierte cGKI greift in die 
myozytäre Erregungsleitung und Kontraktilität durch Regulation der intrazellulären 
Calciumkonzentration ([Ca
2+
]i) ein und ist außerdem wichtig zur Vasorelaxation und Kontrolle des 
Gefäßtonus
197
. Dabei wirkt cGMP/cGKI durch Regulierung der intrazellulären Ca
2+
-Konzentration 
negativ inotrop, unabhängig von muskarinergen parasympathischen Signalwegen
198
. Die cGMP-
Modulation der Kontraktilität kann entweder durch Stickstoffmonoxid oder natriuretische Peptide 
initiiert werden
199,200
. NO hat dabei eine zweiseitige Wirkung auf die myokardiale Kontraktion: 
Niedrige Konzentrationen von NO erhöhen die myokardiale Kontraktilität, während hohe 
Konzentrationen einen negativen inotropen Effekt ausüben. Bei niedrigen NO-Konzentrationen und 
somit einer niedrigen cGMP-Konzentration hemmt cGMP die Aktivität der PDE3, was die Hydrolyse 
von cAMP verhindert
199,201
. Außerdem können niedrige Konzentrationen von NO die Adenylatzyklase 
aktivieren, wodurch die Produktion von cAMP induziert wird
202
. Die Akkumulation von cAMP 
aktiviert die Proteinkinase A (PKA), was zur Öffnung von sarkolemmalen spannungsgesteuerten und 





. Es wurde zudem gezeigt, dass die cGKI direkt Troponin I phosphorylieren kann, 
was eine verringerte Reaktionsfähigkeit der Myofilamente gegenüber Ca
2+
 zur Folge hat und die 
negative Inotropie und positive Lusitropie der cGKI erklärt
204,205
. Während des Aktionspotentials sind 
hauptsächlich L-Typ Ca
2+
-Kanäle in den T-Tubuli für den intrazellulären Ca
2+
-Einstrom in die 
Kardiomyozyten verantwortlich. Auch diese L-Typ Ca
2+
-Kanäle können direkt durch die cGKI 
phosphoryliert werden
206
. Durch die cGKI-vermittelte Phosphorylierung der 1c- und 2a-
Untereinheiten des L-Typ Ca
2+





-Freisetzung aus dem sarkoplasmatischen Retikulum vermindert. Des Weiteren 
hat der NO/cGMP/cGKI-Signalweg anti-hypertrophe Wirkungen. Die kardiale hypertrophe Reaktion 
beinhaltet komplexe Signaltransduktionswege. Vor allem eine erhöhte intrazelluläre Ca
2+
-
Konzentration führt zur Expression eines hypertrophen Genprogrammes, in das der NO/cGMP/cGKI-





In der Apoptose und der Vermittlung antiapoptotischer Signale während Hypoxie-Reoxygenierung 
spielt der kardialen NO/cGMP/cGKI-Signalweg ebenfalls eine wichtige Rolle. Er trägt somit zu einem 
bedeutenden Teil zur Kardioprotektion bei. Dies wird im folgenden Abschnitt ausführlich dargelegt. 
 
1.6.5 Die Rolle des NO/cGMP/cGKI-Signalweges sowie dessen pharmakologische 
Modulation bei Hypoxie-Reoxygenierung 
Hypoxie/Reoxygenierung hat dramatische Auswirkungen auf die basalen cGMP-Levels im Myokard 
und die Fähigkeit von Kardiomyozyten, auf Stimulatoren der cGMP-Synthese zu reagieren. Im 
isolierten Langendorff Herzmodell wurde gezeigt, dass die myokardialen cGMP-Spiegel während den 
ersten 10 – 25 min der Ischämie ansteigen und danach wieder akut abnehmen209-211. Auch in situ 
wurden reduzierte myokardiale cGMP-Levels im Rattenherz beschrieben, die einer transienten 
Ischämie unterworfen wurden
212
. Mehrere Faktoren können die cGMP-Synthese bei 
Hypoxie/Reoxygenierung verändern. Es wurde gezeigt, dass die Acidose für die cGMP-Synthese 
entscheidend ist. In vitro in kultivierten Kardiomyozyten wurde gezeigt, dass ein niedriger 
intrazellulärer pH-Wert die Aktivität der pGC reduziert
213
. Dies deutet darauf hin, dass die cGMP-
Synthese während der Hypoxie weitgehend abhängig von der NO-Stimulation der sGC ist. Der 
oxidative Stress kann wiederum die sGC-Aktivität durch direkte Oxidation seiner Häm-Gruppe 
verringern
214,215
. Darüber hinaus ist eine reduzierte NO-Bioverfügbarkeit während der Reoxygenierung 
zu beobachten, eine Folge der eNOS-Entkopplung durch Oxidation seines Cofaktors
216,217
. Viele 
derzeitige Erkenntnisse über den NO/cGMP/cGKI-Signalweg sprechen für seine wichtige Rolle in der 
Kardioprotektion. In den vergangenen Jahren hat die cGMP/cGKI-Signalisierung vor allem in 
Mitochondrien zunehmend Aufmerksamkeit erlangt. Mehrere Arbeitsgruppen haben gezeigt, dass NO 
über sGC/cGMP/cGKI die mPTP-Öffnung inhibiert
115,218,219
. Dieser Weg scheint durch die 
Translokation von cGKI zur OMM vermittelt zu werden. Es wird angenommen, dass cGMP/cGKI die 
Epsilon-Isoform der Proteinkinase C (PKCε) in der IMM phosphoryliert und über den in der IMM 
sitzenden ATP-sensitiven K
+
 (mitoKATP)-Kanal zu einer Hemmung der mPTP-Öffnung führt. Diese 
ex vivo Befunde deuten darauf hin, dass cGMP eine vorgeschaltete Komponente der Kardioprotektion 
darstellt und Kaliumkanäle in der IMM involviert. Der genaue Mechanismus der Öffnung des 
mitoKATP durch cGKI ist noch nicht vollständig geklärt. Es wird postuliert, dass cGMP/cGKI ein 
bislang noch nicht näher identifiziertes Protein in der OMM phosphoryliert, und so das 
kardioprotektive Signal vom Cytosol an den mitoKATP in der IMM über PKCε übertragen wird
218
. Die 
Interaktion von PKC mit dem mitoKATP erhöht dessen Offenwahrscheinlichkeit, wodurch die 
mitochondriale Calciumüberladung der Matrix verhindert und die Kardioprotektion vermittelt 
wird
115,218
. Zudem führt die Öffnung des mitoKATP zu einer Mitochondrienschwellung und 
mitochondrialen ROS-Produktion. Die hierdurch limitierten ROS Mengen führen über eine 
Aktivierung der PKC zur Hemmung der mPTP-Öffnung220.  
Es gibt zahlreiche Studien die zeigen, dass pharmakologische Interventionen, die auf einer Erhöhung 
der cGMP-Synthese oder Hemmung des cGMP-Abbaus während der Reperfusion beruhen, den 
Zelltod verringern. In einem isolierten Rattenherzen Model wurde gezeigt, dass niedrige 
Konzentrationen des zellpermeablen cGMP-Analogons 8-Br-cGMP kurz vor der Ischämie bis zur 
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frühen Reperfusion verabreicht, die Infarktgröße reduziert
221
. Zu Beginn der Reperfusion gegeben, 
reduziert 8-Br-cGMP ebenfalls die Infarktgröße um bis zu 40% im Vergleich zu Kontrollherzen
222
. 
Diese Befunde zeigen, dass die Zugabe exogener Substanzen/Analoga die mutmaßlich über die cGKI 
wirken die Infarkgröße beeinflussen. Alternativ wurde auch das kardioprotektive Potential von 
Arzneistoffen, die die sGC modulieren in vivo und ex vivo im Tiermodell untersucht. Hierzu gehören 
beispielsweise Riociguat (BAY63-2521), als erster Vertreter dieser Wirkstoffklasse und das 
inzwischen bekannteste Cinaciguat (BAY58-2667)
223
. Während Riociguat die sGC NO-unabhängig 
jedoch Häm-abhängig aktiviert, stimuliert Cinaciguat sowohl unabhängig von NO als auch der 
Hämgruppe die sGC zur cGMP-Produktion. Riociguat  wurde bereits intensiv untersucht. Es konnte 
für Riociguat im in situ Infarktmodell eine signifikante Reduktion der Infarktgröße sowie eine 
verbesserte Langzeitprognose der Herzfunktion 28 Tage nach erzeugtem MI gezeigt werden
224
. 
Riociguat ist zudem zur Therapie der chronisch-thromboembolischen pulmonalen Hypertonie 
(CTEPH) und der pulmonalen-arteriellen Hypertonie (PAH) zugelassen
225,226
. Cinaciguat wird 
inzwischen bevorzugt im Tiermodell eingesetzt, da es die oxidierte (pathologische) Form der sGC 
aktiviert
227
. Mit Cinaciguat wurde ebenfalls in einem in situ Infarktmodel eine signifikante 
Infarktreduktion in Rattenherzen
228
 beobachtet, was in Maus
229
-  und in Kaninchenherzen
228,230
 
bestätigt werden konnte. Dabei wurde der sGC-Aktivator zu Beginn der Reperfusion nach einer 30-
minütigen globalen Ischämie verabreicht. Die cGMP-Spiegel waren in den stimulierten Herzen 40-mal 
größer als in den perfundierten Kontrollherzen. Die Schutzwirkung war jedoch in Kardiomyozyten-
spezifischen cGKI-KO-Mäusen aufgehoben
231
. Diese Befunde implizieren, dass cGMP/cGKI wichtige 
Signalkomponenten des über sGC stimulierten kardioprotektiven Signalweges sind. Auch mit 
Ataciguat, einem weiteren NO und Häm-unabhängigen sGC-Stimulator, der während der Reperfusion 
verabreicht wurde, konnte sowohl ex vivo als auch in vivo ein infarktreduzierender Effekt beobachtet 
werden
232
. Durch die Verwendung natriuretischer Peptide konnte ebenfalls bei ischämischen Herzen 
eine Reduktion der Infarktgröße beobachtet werden. Die Stimulation der pGCs in der 
Reperfusionsphase durch ANP oder BNP hat gezeigt, dass sie sowohl in isolierten Kardiomyozyten als 
auch in ex vivo und in vivo Herzen konzentrationsabhängig den Infarkt reduzieren
233-235
. Klinische 
Untersuchungen haben gezeigt, dass eine ANP Infusion, verabreicht zu Beginn der Reperfusion, die 
Infarktgröße reduzieren und das Auftreten von Herztod bei Patienten mit akutem MI verringern 
kann
236
. Ein alternativer Ansatz zur Stimulierung des NO/sGC-Weges, der NOS unabhängig ist, kann 
durch Verwendung von Nitraten (Nitroglycerin, Isosorbidmononitrat) und Nitriten (Natriumnitrit, 
Amylnitrit), die in aufeinanderfolgenden Schritten durch enzymatische und nicht-enzymatische 
Mechanismen NO erzeugen, stimuliert werden sowie durch synthetische NO-Donors, die spontan NO 
freisetzen
237
. Die kardioprotektiven Wirkungen dieser Verbindungen wurden durch zahlreiche Studien 
untersucht und es gibt einige Hinweise darauf, dass ihre Verabreichung vor der Ischämie die 
Infarktgröße durch NO-abhängige NOS-unabhängige Mechanismen vermindert
238-240
. Des Weiteren 
wurden verschiedene PDE-Inhibitoren auf ihre protektiven Eigenschaften bei Ischämie/Reperfusion 
untersucht. Sildenafil stellt hierbei den wohl bekanntesten Wirkstoff aus der Klasse der PDE5-
Inhibitoren dar. Eine Hemmung der PDE5 mit Sildenafil, verabreicht vor der globalen Ischämie im 
ex vivo Langendorffmodell, hatte einen positiven Effekt auf die Infarktgröße
241
. Dieser Schutz ließ 
sich jedoch aufheben, wenn gleichzeitig der cGKI-Blocker KT5823 verabreicht wurde. Es wird daher 
vermutet, dass Sildenafil seine Schutzeffekte über eine cGKI-abhängige Phosphorylierung von 
ERK1/2, GSK-3 und einer erhöhten Expression von Bcl-2 sowie einer erhöhten NO-Produktion 
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durch Aktivierung von eNOS/iNOS, Aktivierung von PKC und Öffnung von mitoKATP-Kanälen 
vermittelt
241-243
. In einer Reihe von Studien konnte auch für die potenteren PDE5-Hemmer Tadalafil 
und Vardenafil eine kardioprotektive Wirkung im Tiermodell gezeigt werden
244,245
. 
Zusammengenommen konnten vor allem für die sGC-Modulatoren und die Inhibitoren der PDE5 
bisher vielversprechende Therapieansätze zur Reduktion der Infarktgröße bei Ischämie/Reperfusion 
im Tiermodell beobachtet werden.  
 
1.7 Der BK-Kanal 
Der BK-Kanal ist ein Ca
2+
- und spannungsaktivierter Kaliumkanal mit hoher Leitfähigkeit. Dabei steht 
die Abkürzung BK für die hohe Leitfähigkeit (big conductance) des Kanals. In der Literatur finden 
sich neben der Bezeichnung BK-Kanal zahlreiche weitere Namen wie MaxiK, KCa1.1, KCNMA1 und 
Slo1. Slo1 leitet sich dabei von der Bezeichnung des Slowpoke Gens ab, welches für den BK-Kanal 
codiert und in der Fruchtfliege Drosophila melanogaster zuerst identifiziert wurde. Diese 
Fruchtfliegen zeigten auf Grund eines fehlenden Ca
2+
-abhängigen Kaliumstroms einen lethargischen 
Phänotyp, einhergehend mit auffällig verlangsamten und gestörten Bewegungsabläufen durch eine 
Störung der Signalwege in Neuronen und muskulären Geweben
246,247
. Bald daraufhin wurde das 
homologe Gen von Mensch und Maus kloniert und intensiv untersucht
248,249
. Die Besonderheit des 
BK-Kanals liegt in seiner hohen Einzelkanal-Leitfähigkeit von 100 – 300pS und seiner sowohl durch 
Liganden als auch durch Spannung gesteuerten Aktivierung, d.h. er kann sowohl durch eine erhöhte 
[Ca
2+
]i als auch durch Membrandepolarisation (Spannungsänderungen) aktiviert werden. Neben 
Spannungsänderungen und Ca
2+




. Die Aktivierung 
von BK-Kanälen und der daraus resultierende K
+
-Ausstrom führt zur Repolarisation der Membran und 
zum Schließen von spannungsabhängigen Ca
2+
-Kanälen, was den Ca
2+
-Einstrom in die Zelle reduziert. 




1.7.1 Struktur des BK-Kanals 
Der BK-Kanal wird vom Slo1 Gen kodiert, wobei KCNMA1 der Genname für die humane  
-Untereinheit des BK-Kanals ist. BK-Kanäle bestehen aus mehreren Untereinheiten einschließlich  
-, - und -Untereinheiten. Dabei bilden die -Untereinheiten die porenbildende Untereinheit und ein 
funktionaler Kanal besteht aus einem Tetramer aus vier -Untereinheiten, die mit einer variablen 
Anzahl an - und -Untereinheiten assoziiert sein können252,253. Durch alternatives Spleißen sowie 
transkriptionale Regulation und Modulation durch zusätzliche, verschiedene - und -Untereinheiten, 
entsteht die funktionale Vielfalt und die zellspezifische, subzelluläre Verteilung des Kanals. 
Insbesondere die akzessorischen - und -Untereinheiten sind meist gewebespezifisch exprimiert und 
können funktionelle und pharmakologische Eigenschaften wie Kanalkinetik, Calcium- oder 
Spannungsempfindlichkeiten stark verändern
254,255
. Posttranslationale Modifikationen wie 
Lipidierungen und Phosphorylierungen sind weitere Komponenten zur Regulation der BK-Kanal 
Funktion. Ein funktionaler BK-Kanal kann in drei Hauptstrukturdomänen unterteilt werden (siehe 
1 Einleitung 
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Abbildung 1.9): eine VSD-Sensorspannungs-Domäne, eine C-terminale cytoplasmatische Domäne, 
die durch verschiedene intrazelluläre Liganden gesteuert wird und eine Poren Region (PGD), die die 




Abbildung 1.9 Schematische Darstellung der α-Untereinheit des BK-Kanals 
Die -Untereinheit besteht aus sieben transmembranären Domänen (S0 – S6), die den Spannungssensor (S4) und 
die Kanalpore zwischen S5 und S6 beinhaltet, sowie einen extrazellulären N-Terminus und einen langen 
intrazellulären C-Terminus mit vier weiteren hydrophoben Segmenten (S7 – S10) und zwei RCK Domänen. Die 
RCK Domänenbesitzen je eine Ca
2+
-Bindestelle, die die Ca
2+
-Sensitivität und darüber die Aktivität des Kanals 
stark beeinflussen. VSD: voltage sensing domain; PGD: pore-gate domain; RCK1, RCK2: regulator of 
conductance for K
+
. Weitere Details im Text. 
 
Die -Untereinheit besteht dabei aus sieben transmembranären Domänen (S0 – S6), wobei die 
Domänen S1 – S4 den spannungssensitiven Abschnitt (VSD, voltage sensing domain) darstellen und 
die Domänen S5 – S6 die Pore des Kanals (PGD, pore-gate domain) bilden. Zudem enthält die -
Untereinheit einen extrazellulär lokalisierten N-Terminus und einen langen C-Terminus. Einzigartig 
beim BK-Kanal ist das zusätzliche S0-Transmembransegment, das direkt mit der Spannungsdomäne 
des Kanals interagiert und somit die Konformation sowohl des offenen als auch des geschlossenen 
Kanals moduliert. Zusätzlich interagiert das S0-Transmembransegment der -Untereinheit über den 
N-Terminus mit angrenzenden -Untereinheiten. Im VSD Abschnitt befinden sich die 
Spannungssensoren im S2, S3 und S4-Segment, wobei das S4-Segment eine Reihe an positiv 
geladenen Arginin-Resten enthält und daher als primärer Spannungssensor gilt
256
. Als Reaktion auf die 
Depolarisation bewegt sich der Spannungssensor in BK-Kanälen von einem Ruhezustand in einen 
aktiven Zustand
247,248
. Bei einer niedrigen [Ca
2+





. Neben der spannungsabhängigen Regulierung des Kanals, kann 
dieser auch direkt durch die intrazelluläre Ca
2+
-Konzentration reguliert werden. In der 
cytoplasmatischen Region befindet sich der große C-Terminus mit den vier hydrophoben Segmenten 
S7 – S10. Die Sequenz beinhaltet zwei regulatorische Domänen für die K+-Leitfähigkeit (RCK1 und 
RCK2, regulator of conductance for K
+





-Kanäle und Transportern aufweisen
258
. Jede -Untereinheit enthält darüber hinaus zwei hochaffine 
Ca
2+
-Bindungsstellen. Dabei befindet sich eine Ca
2+
-Bindungsstelle in der RCK2-Domöne, die eine 





-Bindestelle in der RCK2 wird als „Ca2+-Bowl“ bezeichnet260. Mutationen 
der Asp-Reste in der Ca
2+
-Bowl reduzieren die Ca
2+
-Empfindlichkeit, wodurch die 
Öffnungswahrscheinlichkeit des BK-Kanals entscheidend beeinflusst werden kann
260
. Neben der 
Aktivierung durch Ca
2+
 kann der Kanal auch durch Mg
2+
 aktiviert werden, wobei man von zwei 
unterschiedlichen Aktivierungswegen ausgeht. 2001 haben zwei unabhängige Studien des geklonten 
BK-Kanals gezeigt, dass millimolare Konzentration an Mg
2+
 den BK-Kanal über eine niederaffine 







-Bindestelle befindet sich in der RCK1 zwischen der Schnittstelle von VSD und der 
cytosolischen Domäne
261
. Hinzu kommen Sequenzbereiche, die Effekte durch pH-Änderungen, 
Hämgruppen, Kohlenstoffmonoxid sowie Phosphorylierungen durch Kinasen vermitteln.  
Funktionelle Eigenschaften des BK-Kanals wie Spannungsabhängigkeit aber auch Modulation der 
Kanaldichte an der Plasmamembran, können wie bereits erwähnt signifikant durch -Untereinheiten 
verändern können
262
. Dabei sind vier unterschiedliche -Untereinheiten (1 – 4), codiert von vier 
verschiedenen Genen (KCNMB1 – 4), bekannt. Die unterschiedlichen Isoformen werden 
gewebespezifisch exprimiert, wobei die β1-Untereinheit v.a. in der glatten Muskulatur (in VSMCs), 
die 2- und 4-Untereinheit v.a. im Gehirn und die 3-Untereinheit in Pankreas und Hoden exprimiert 
sind
263,264
. Die -Untereinheiten bestehen aus zwei transmembranären Domänen, wobei sowohl der N-
Terminus als auch der C-Terminus intrazellulär lokalisiert sind. Die modulierende Funktion kommt 
dabei über die extrazelluläre Schleife mit dem S0-Segment und dem extrazellulären N-Terminus der 
-Untereinheit zustande. In jüngerer Zeit wurden zusätzliche Proteinpartner des Kanals identifiziert 
und als γ-Untereinheiten bezeichnet. Diese Proteine gehören zu den LRRC (leucin-rich repeat 
containing protein) -Proteinen und umfassen bislang 4 Mitglieder (LRRC 26, 38, 52 und55)
265
. Sie 
werden gewebespezifisch exprimiert und könnten die Funktionalität sowie spannungsabhängige 
Aktivierung des Kanals deutlich beeinflussen. Darüber hinaus können BK-Kanäle durch 
posttranslationale Modifikationen einschließlich Phosphorylierungen, Glykosylierungen und oxidative 
Modifikationen reguliert werden (NO, Wasserstoffperoxid usw.). 
 
1.7.2 Lokalisation und Expression im kardiovaskulären System 
BK-Kanäle sind ubiquitär in einer Vielzahl verschiedener Zellen exprimiert. Sie finden sich in 
Neuronen
266









 wieder und sind meist in der Plasmamembran lokalisiert. In Kardiomyozyten 
zeigen mehrere Befunde, dass BK-Kanäle in der IMM (mitoBK) exprimiert werden
271-273
. Diese 
mitochondriale Lokalisation des BK-Kanals wurde neben Kardiomyozyten auch in Gliomazellen und 
Astrozyten beobachtet
274
. Auch im Nukleus, ER und Golgi-Apparat konnten in jüngster Zeit 
intrazelluläre BK-Kanäle identifiziert werden, deren Funktionen jedoch weitgehend unklar sind
273
. Die 
kardiale mitoBK-Kanal-Expression ist jedoch auf Grund des sehr geringen Expressionsniveaus 
umstritten. Xu beschrieb als erster BK-ähnliche Ströme in Mitochondrien aus Meerschweinchenherzen 
1 Einleitung 
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von  300pS275. Vor kurzem wurde in Mitoplasten aus murinen Kardiomyozyten in einer 
unabhängigen Studie ebenfalls BK-ähnliche Ströme gemessen
271
. Mittels Patch-clamp Analyse wurden 
unterschiedliche Amplituden der Einzelkanal-Leitfähigkeit klassifiziert. Dabei fehlte der für den BK-
Kanal typische Strom von 190pS in Mitoplasten von BK-Knockout (BK-KO) Mäusen im Vergleich zu 
BK-Wildtyp (BK-WT) Mitoplasten
271
, die vier Leitfähigkeiten mit unterschiedlichen Frequenzen 
aufwiesen. Nur die 190pS Einzelkanal-Leitfähigkeit der BK-WT Mitoplasten war sensitiv für 
pharmakologische BK-Kanalblocker und -öffner. Darüber hinaus zeigten Singh und seine Mitarbeiter 
vor kurzem, dass kardiomyozytäre BK-Kanäle eine neuartige C-terminale Spleißvariante (DEC) 
enthalten, die wenn sie exprimiert wird, exklusiv in der IMM der Kardiomyozyten lokalisiert wird
272
. 
Neben weiteren Untersuchungen zur Co-Lokalisation des Kanals mit mitochondrialen 
Markerproteinen konnten die Autoren in derselben Arbeit erstmals den Nachweis erbringen, dass die 
porenbildende -Untereinheit des mitoBKs und des plasmamembranären BK-Kanals vom selben Gen 
(KCNMA1) codiert werden. Dies erklärt die gemeinsamen grundlegenden biophysikalischen 
Eigenschaften des Kanals, einschließlich der großen Leitfähigkeit, sowie die Spannungs- und Ca
2+
-
Sensitivität. Um ihre Funktion in Mitochondrien auszuüben, muss der mitoBK zuerst ins 
Mitochondrium transportiert werden und assoziiert dort wahrscheinlich mit Partnerproteinen wie es in 
anderen Zellen der Fall ist
276
. Neueste Ergebnisse zeigen Wechselwirkung des mitoBKs mit TOM22, 
einem Bestandteil des TOM-Komplexes und des ANT
277
. Dies führte zu der Vermutung, dass der 
mitoBK über den TOM-Komplex die OMM passieren kann und somit in den IM der Mitochondrien 
gelangt. Dabei wurde in Mitochondrien aus kardialen ventrikulären Myozyten neben der α-
Untereinheit die β1-Untereinheit identifiziert
278
. Interessanterweise findet zwischen der β1-Untereinheit 
des mitoBKs und der Cytochrom-C-Oxidase Untereinheit I, einer Komponente der ETC, eine direkte 
Interaktion statt
278
. Ob auch γ-Untereinheiten exprimiert werden, ist bisher noch unklar. 
 
1.7.3 Physiologische Bedeutung 
BK-Kanäle sind, wie bereits erwähnt, ubiquitär in zahlreichen Geweben exprimiert, wodurch sie an 
einer Reihe wichtiger physiologischer Prozesse beteiligt sind. Sie sind beispielsweise für die 
Erregbarkeit der Neuronen und die Ausschüttung von Neurotrasmittern in synaptischen Endigungen 
wichtig
279
. Sie modulieren die endokrine Sekretion von Hormonen
280
 und regulieren den vaskulären 
Tonus
257
 sowie den der Harnblase
281
 und des Atmungsorgans
282
. In Übereinstimmung mit ihrer 
















 führen. Die Rolle des BK-Kanals bei Hypoxie-
Reoxygenierung wird im folgenden Abschnitt genauer betrachtet. 
 
1.7.4 Die Rolle des BK-Kanals bei Hypoxie-Reoxygenierung 
Der mitoBK erlangt immer mehr Aufmerksamkeit und seine Aktivierung wurde wiederholt mit 
Kardioprotektion nach Ischämie-Reperfusion bzw. Hypoxie-Reoxygenierung assoziiert. Neben dem 
mitoBK wurden weitere Kaliumkanäle in Mitochondrien identifiziert. Dazu gehören IK-Kanäle, SK-
Kanäle, TASK-3 sowie spannungsabhängige (Kv) und ATP-abhängige K
+
-Kanäle (mitoKATP). Der 
1 Einleitung 
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KATP-Kanal wurde neben seiner mitochondrialen Lokalisation auch im Sarkolemm der Kardiomyozyte 
exprimiert und eine Reihe von Studien postulieren für den mitoKATP einen protektiven Einfluss bei 
Ischämie und Reperfusion
115,116
. Der genaue Mechanismus der mitoBK-vermittelten ischämischen 
Kardioprotektion ist noch unbekannt, jedoch postulieren aktuelle Studien mögliche Mechanismen. So 
wird eine BK-abhängige Reduktion der mitochondrialen Calciumüberladung, eine Reduktion der 
ROS-Produktion, die Modulation des mitochondrialen Matrixvolumens und eine vorteilhafte 
Modulation der mitochondrialen Atmungskette angenommen
271,272,275
. Die Aktivierung des mitoBK- 
und mitoKATP-Kanals führt zu einem K
+
-Einstrom aus dem Cytosol bzw. dem IM in die 
Mitochondriummatrix, was zu einer partiellen Depolarisation des inneren Membranpotentials führt
289
. 
Dadurch wird die elektrochemische Triebkraft für den Ca
2+
-Einstrom bei Ischämie und insbesondere 




. Es wurde bereits gezeigt, 
dass der BK-Kanal Öffner NS1619, verabreicht vor Ischämie in isolierten perfundierten 
Meerschweinchenherzen, die mitochondriale Calciumüberladung nach Ischämie reduziert
292
. Darüber 
hinaus wird eine mitoBK-vermittelte Reduktion von ROS diskutiert. ROS wird, wie bereits in 
Abschnitt 1.3.2 geschildert, vermehrt während der Hypoxie und während der frühen Reperfusion 
erzeugt, was zu einer oxidations-abhängigen Beschädigung verschiedener Proteine, einer ineffizienten 
ATP-Produktion und zu einer erhöhten mPTP-Öffnung führt. Mehrere Studien haben gezeigt, dass die 
pharmakologische Modulation und Aktivierung mitochondrialer K
+
-Kanäle zu einer signifikanten 
Reduktion der ROS-Bildung führen kann (siehe auch Abschnitt 1.3.2). In isolierten Kardiomyozyten 
von globalen BK-KO Tieren konnten erhöhte ROS-Spiegel nach Anoxie-Reoxygenierung 
nachgewiesen werden
271
. Eine Aktivierung des mitoBKs könnte die ROS-Bildung nach 
Ischämie/Reperfusion somit begrenzen. Es wird angenommen, dass die hohe K
+
-Konzentration sowie 
die Depolarisation der Mitochondrien dem Protonenstrom entgegenwirken und es somit zu einer 
leichten Entkopplung der ETC kommt, was zur ROS-Produktion führt
292,293
. Dieses limitiert 
ansteigende ROS scheint die PKC-Aktivierung zu begünstigen und somit die mPTP-Öffnung zu 
verhindern
116
. Jüngste Studien zeigen, dass mitoBK die mitochondriale Energieproduktion verbessert, 
wahrscheinlich durch Schwellung der mitochondrialen Matrix
294
. Eine globale BK-Deletion führte 
außerdem in ventrikulären Muskelfasern zur Beeinträchtigung im Energiestoffwechsel durch eine 
reduzierte Kapazität der OXPHOS
271
. Darüber hinaus haben mehrere Gruppen eine erhöhte Atmung 




Neueste Studien deuten darauf hin, dass die durch cGMP-Erhöhung induzierte Kardioprotektion bei 
Ischämie/Reperfusion bzw. Hypoxie/Reoxygenierung zu den vorgeschalteten Signalelementen des 
mitoBKs gehören könnte. In anderen Zelltypen konnte bereits eine direkte Stimulation der 
plasmamembranständigen BK-Kanäle über den NO/cGMP/cGKI-Signalweg bestätigt werden
196,296
. 
Bisher wurden drei Serinreste am C-Terminus der -Untereinheit identifiziert, die von der cGKI direkt 
phosphoryliert werden
297
. Jedoch ist noch unklar, wie und ob die Kardioprotektion durch die 
cytosolische cGKI über die OMM zum mitoBK in der IMM vermittelt wird. 
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1.7.5 Pharmakologische Modulation des BK-Kanals 
Es wurden inzwischen viele verschiedene chemische Strukturen gefunden, um die Aktivität von BK-
Kanälen zu erhöhen. Sie weisen z.B. Unterschiede in der Calciumabhängigkeit und der Bindestellen 
am Kanal auf. Basierend auf ihrem Ursprung und ihrer Struktur können die Modulatoren des BK-
Kanals eingestuft werden in endogene BK-Kanalmodulatoren, natürlich vorkommende BK-
Kanalöffner sowie synthetische BK-Kanalöffner und dessen strukturelle Analoga.  
Endogene Chemikalien wie Arachidonsäure und die Metabolite von Cytochrom P450, Epoxygenase 
und Lipoxygenase haben gezeigt, dass sie die BK-Kanalaktivität erhöhen und wichtige Regulatoren 
des vaskulären Tons sind. Ebenso wurde festgestellt, dass auch andere ungesättigte freie Fettsäuren 
wie die Omega-3-Docosahexaensäure die BK-Kanalaktivität in einer β-Untereinheit-abhängigen 
Weise erhöhen
298,299
. Eine direkte Aktivierung von BK-Kanälen durch das Sexualhormon 17β-
Estradiol wurde ebenfalls berichtet, wobei seine Wirkung von der Gegenwart der β1-Untereinheit 
abhängt
300
. Es wurde unter anderem gezeigt, dass 17β-Estradiol isolierte Kardiomyozyten vor einem 
Hypoxie-induzierten Reperfusionsschaden über einen möglichen mitoBK-Effekt schützen, was die 
Autoren dazu veranlasste über einen möglichen Beitrag zur erhöhten Inzidenz eines postmenopausalen 
Herzinfarkts zu spekulieren
278
. Eine Fülle von synthetischen BK-Kanal-Aktivatoren, die in der Lage 
sind die Offenwahrscheinlichkeit des Kanals zu erhöhen, wurden von einer Reihe von Unternehmen 
synthetisiert. NS004 von der Firma NeuroSearch gehörte dabei zu einem der ersten BK-
Kanalaktivatoren
301
. Später wurde ein weiteres Benzimidazol – NS1619 und ein Biaryl-thioharnstoff  
– NS11021302 eingeführt, die beide große Bekanntschaft erlangt haben und für zahlreiche 
Untersuchungen eingesetzt werden. NS1619 wurde der am meist verwendete BK-Kanalaktivator, um 
die funktionelle Wirkung von BK-Kanälen zu untersuchen. Sein therapeutisches Potential wurde unter 









 zu untersuchen. Auch die 
kardioprotektive Wirkung des BK-Kanals wurde in früheren Studien sowohl mit NS1619 als auch mit 
NS11021 bereits untersucht. Für beide Substanzen wurden mitoBK-aktivierende Eigenschaften 
dokumentiert. Es wird postuliert, dass NS1619 seinen Effekt an einer Linkerregion zwischen dem S6-
Segment und der RCK übermittelt
307
, wodurch die Konformationsänderungen im RCK durch die 
Bindung von Calcium zum Öffnen des Kanals übertragen wird
308
. Es wurde gezeigt, dass NS1619, 
wenn es vor der Hypoxie verabreicht wurde, isolierte perfundierte Kaninchenherzen vor Hypoxie-
Reperfusionsschaden schützt und dass dieser Effekt durch gleichzeitige BK-Kanalblockade mit 
Paxillin aufgehoben wurde
275
. Nachfolgende Studien haben bestätigt, dass die Verabreichung von 







 schützt. Die Verwendung von NS1619 wird jedoch durch ein relativ schlechtes 
therapeutisches Potential eingeschränkt, da NS1619 bei höheren Konzentrationen direkt L-Typ Ca
2+
-















 inhibiert. Darüber hinaus haben Cancherini und 
seine Mitarbeiter postuliert, dass NS1619 auch nicht-BK-Kanal abhängige kardioprotektive Effekte 
vermittelt
316
. NS11021 wirkt selektiver und potenter als NS1619 und wirkt durch Verschiebung der 
spannungsabhängigen Aktivierungskurve des Kanals hin zu einem negativeren Potential, was in einer 
erhöhten Offenwahrscheinlichkeit resultiert
317
. Auch für NS11021 wurden kardioprotektive 
Wirkungen gefunden. Es wurde gezeigt, dass es ex vivo Infarktgrößen reduziert und die Herzleistung 
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nach Ischämie erhöht, die mitochondriale Atmung wurde verbessert und auch isolierte 
Kardiomyozyten wurden vor einem Reperfusionsschaden geschützt
289,318,319
. Eine Studie, die den 
kardioprotektiven Aktivator NS11021 verwendete, stellte fest, dass dieser in einer nanomolaren 
Konzentration positive Effekte auf Mitochondrien zeigte, wohingegen bei der Erhöhung der 
Konzentration unspezifische Effekte, die nicht mit mitochondrialen BK-Kanälen zusammenhängen, 
beobachtet wurden
294
. Ein weiterer potenter BK-Aktivator ist das Polyphenol Rottlerin (auch bekannt 
als Mallotoxin), welches erst kürzlich entdeckt worden ist. Rottlerin kann die spannungsabhängige 
Aktivierung des Kanals (um 70 mV) verschieben und ist in submikromolaren Konzentrationen 
wirksam
320
. Dabei ist es jedoch unwirksam, wenn die -Untereinheit LRRC 26 mit dem Kanal 
assoziiert ist
321
. Der am häufigsten verwendete Inhibitor ist Paxillin. Es wurde in verschiedenen 
Studien gezeigt, dass Paxillin die kardioprotektive Wirkung sowohl von NS1619
275
 als auch von 
NS11021
317




Zusammenfassend lässt sich der mitoBK-Kanal durch verschiedene pharmakologische Öffner und 
Blocker modulieren. Die jüngsten Erkenntnisse mit gentechnisch veränderten Modellen implizieren, 
dass der mitoBK-Kanal für die Kardioprotektion bei Ischämie/Reperfusion bzw. 





Eine kontinuierliche Kontraktilität der Kardiomyozyten ist essentiell um die kardiale Funktion 
aufrecht zu erhalten. Die dafür benötigte Energie in Form von ATP wird in Mitochondrien mit Hilfe 
der Elektronentransportkette (ETC) produziert. Bei einem akuten Myokardinfarkt kommt es zu 
gravierenden zellulären Veränderungen und zum Erliegen wichtiger metabolischer Prozesse, 
einschließlich der mitochondrialen ATP-Produktion. Die Therapieoptionen des akuten 
Myokardinfarkts sind begrenzt. Bisher gelten die schnellstmögliche Wiedereröffnung des 
verschlossenen Koronargefäßes (Reperfusion) und die gleichzeitige antithrombotische Therapie als 
einzige Möglichkeit, das Herz vor dem sich ausbreitenden Ischämieschaden zu schützen. Die mit der 
Wiedereröffnung der zuvor verschlossenen Gefäße einhergehende Reperfusion führt jedoch ihrerseits 
zu weiterem Untergang von funktionalem Myokard (Reperfusionsschaden). Dieser Reperfusions-
schaden beruht primär auf einer enormen ROS-Bildung und Calciumüberladung der Mitochondrien, 
was letztlich zu apoptotischem und nekrotischem Zelltod führt
325
. Der NO/cGMP/cGKI-Signalweg 
scheint bei der Reduktion des Ischämie- und Reperfusionsschadens eine bedeutende Rolle zu 
spielen
115,218,219
. Aktuelle in vitro und neueste in vivo Untersuchungen postulieren mitochondriale K
+
-
Kanäle in der inneren Mitochondrienmembran als mögliche Endeffektoren der cGMP-vermittelten 
Kardioprotektion in Kardiomyozyten
116,271,275,290
. Eine Öffnung des mitoKATP-Kanals und/oder des 
mitoBK-Kanals, könnte sich möglicherweise über eine Entkopplung der ETC limitierend auf die Ca
2+
-
Überladung und ROS-Bildung der Mitochondrien und somit limitierend auf den Zelltod der 
Kardiomyozyten auswirken
218
. Da bisherige Studien primär auf der pharmakologischen Modulation 
des mitoKATP und mitoBK basieren sind die beteiligten Zelltypen, die genaue Signalübertragung sowie 
die Rolle der endogenen K
+
-Kanäle für die mitochondriale Bioenergetik sowie das zelluläre Überleben 
bei Hypoxie und Reoxygenierung weitgehend unklar und von großem Interesse. Daher war ein 
zentrales Ziel der vorliegenden Arbeit zunächst die immer noch umstrittene mitochondriale 
Lokalisation des mitochondrialen BK-Kanals zu bestätigen und ausgehend von diesen Untersuchungen 
die zytoprotektiven Eigenschaften des mitoBKs in Kardiomyozyten in vitro zu analysieren. Darüber 
hinaus sollten im Rahmen dieser Arbeit mögliche Interaktionen des mitoBKs mit dem cGMP/cGKI-
Signalweg in Kardiomyozyten und der ETC charakterisiert werden. Letztlich sollte überprüft werden 
inwiefern eine Deletion des BK-Kanals Einfluss auf die ETC, das Überleben von isolierten 
Kardiomyozyten sowie die Expression und/oder Funktion wichtiger pro-survival Kinasen bei in vitro 
Hypoxie-Reoxygenierung hat. Hierfür wurden erstmals Kardiomyozyten und Mitochondrien aus 
globalen und Kardiomyozyten-spezifischen BK-Kanal defizienten Mäusen und deren 
Wurfgeschwisterkontrollen untersucht. Um die entsprechenden Zusammenhänge und Signalwege zu 
erfassen wurden cGMP-erhöhende Substanzen und direkte BK-Kanalmodulatoren eingesetzt.  
Ein weiterer Fokus dieser Arbeit lag in der Etablierung und Charakterisierung der adenoviralen 
Transduktion von adulten Kardiomyozyten. Da die Änderungen der cGMP-Konzentration sowohl 
in vitro als auch in vivo von großem Interesse sind, wurde eine Methode zur adenoviralen 
Transduktion entwickelt, um letztlich cGMP in lebenden Kardiomyozyten bzw. Mitochondrien zu 
visualisieren. Hierfür wurde ein genetisch codierter Biosensor für cGMP verwendet, der die 
Fluoreszenz-Resonanz-Energieübertragung (FRET) nutzt. Der sogenannte cGi500-Sensor erlaubt mit 
Hilfe von FRET in lebenden Zellen eine Echtzeitmessung und kinetisch detaillierte Analyse der 
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kompartimentierten Signalübertragung von cGMP
326,327
. Die adenovirale Transduktion stellt hierbei 
eine effiziente und stabile Genübertragung auf isolierte adulte Kardiomyozyten dar. Im Rahmen dieser 
Arbeit wurde im Unterschied zu bereits publizierten Sensoren erstmals ein cGi500-Sensor welcher an 
die Cytochrom-C-Oxidase getagged ist, verwendet. Durch diesen Protein-Tagg sollte sich der 
adenovirale exprimierte Sensor in den Mitochondrien anreichern. 
 33 
2 Material 
2.1 Geräte und Software 
2.1.1 Geräte 
 
Gerät Bezeichnung, Hersteller 
Absauganlage (Zellkultur) Membran-Vakuumpumpe, Laboport 
Amersham Imager 600 65930332, GE Healthcare 





Autoklaven VX-55, Systec 
 
VX-120, Systec 
CO2-Inkubator mit O2 Regelung CB 053, Binder 
CO2-Inkubator  CB 150, Binder 
Detektionssystem (Western Blot) EttanDige Imager, GE Healthcare 
Eismaschine KF 35,Wessamat 
Elektrodenplatten (Western Blot) 30034507, Scie-Plas 
Elektrophoresekammer (Genotypisierung) Sub-cell, BioRad 
Elektrophoresekammer (Western Blot) Mini Protean
® Tetra System, BioRad 
Fluoreszenzmikroskop AxioImager Z1, Zeiss 
Geldokumentationsgerät BioDoc Analyze, Biometra 
Gewebehomogenisator Polytron PT 1200E, Kinematic 
Glas/Teflon Potter-Elvehjem (2cm
3
) TT57.1, Roth 
Hamilton Spritze SYR 50µl 705N, Hamilton 
Heizblock Thermomixer Compact, Eppendorf 
Inkubator Amersham pharmacia biotech 
Kühlzentrifuge micro 200R, Hettich 
Langendorff-Perfusionsanlage HSE-Harvard apparatus, Sachs Elektronics 
Magnetische Heizplatte 50383, Heidolph 
Messschieber (Tibiavermessung) Digitaler Schieblehre, Mitutoyo 
Mikroskop (Histologie)  Axiovert 200, Zeiss 
Mikroskop (Zellkultur) DMi1 LED, Leica Microsystems 
Mikrotiterplatten-Photometer (ELISA-Reader) Infinite F200 PRO, Tecan 
Mikrowelle MWG 800 FiF 
Mobile Tierhaltungssysteme Luftstromschränke Uniprotect, Bioscape 
Multipipette Handy StepS, Brand 
PCR Maschinen Mastercycler, Eppendorf 
 
MastercyclerGradient, Eppendorf 
pH-Meter PH-Meter 761 Calimatic, Knick 
Photometer (Bradford) Nanophotometer, Implen 
Pinzetten, Präparierschere FST 
Pipetten (10, 20, 200, 1000µl) Pipetman, Gilson 
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Gerät Bezeichnung, Hersteller 
Pipettierhilfe Accu-jet pro, Brand 
Pumpenschläuche Ismatec 
Reagenzglasrotator 3025, GFL 
Reinstwasseraufbereitungsanlagen Milli-Q Biocell, Millipore 
 
Purelab flex, Elga 
Rotor Kühlzentrifugen 1195-A, Hettich 
 
1016, Hettich 
Schlauchpumpe (Kardiomyozytenisolation) REGLO digital, Ismatec 
Schüttler Unimax 1010, Heidolph 
Stereolupe (Organentnahme und -präperation) EZ5, Leica 
Sterilwerkbank Safe 2020, Thermo Scientific 
Strom/Spannungsquellen EV 231, Consort 
 
Standard Power Pack P25, Biometra 
Taschenwaage LS2000H, G&G 
Ultrazentrifuge SS34 RCSC plus, Sorvall 
Vortexer Vortex Genie 2, Bender & Hobein AG 
Wasserbad mit Thermostat (Atmungsmessung) A10/SC100, Thermo Haake 
Wasserbad  mit Thermostat (Organentnahme) K10/C10, Thermo Haake 
Wasserbad (Zellkultur) TW 20, Julabo 
Zentrifugen Micro 220, Hettich 




Software Verwendung Hersteller 
Axio Vision Rel 4.8 Histologie Zeiss 
Amerham Imager 600 Scan Software Western-Blot GE-Healthcare 
CorelDRAW X8 Grafik Programm für Abbildungen Corel Coperation 
EttanDige Imager 1.0 Scan Software Western-Blot GE-Healthcare 
ImageQuant TL 7.0 Quantifizierung Western-Blot GE-Healthcare 
Magellan 7 Messung und Auswertung Enzym-Assays Tecan 
Microsoft Office Routine-Arbeiten  Microsoft 
O2view Aufnahme und Auswertung mitochondrialer 
respiratorischer Messungen 









2.2 Allgemeine Verbrauchsmaterialien 
 
Verbrauchsmaterial Bestellnummer Hersteller 
Deckgläser (Ø 12 mm) 613-1577 VWR 
24-Well-Mikrotiterplatten 3524 Corning 
96-Well-Mikrotiterplatten 3599 Corning 
Einmalspritze Injekt, 2ml 2057895 B.Braun 
Einmalspritze, 1ml 7250415 BD Plastipak 
Einmal-Untersuchungs- und Schutzhandschuhe 6104114 Abena 
Eppendorf-Reaktionsgefäß (1,5 ml) 0030 12.0.086 Eppendorf 
Eppendorf-Reaktionsgefäß (2 ml) 72.695.500 Sarstedt 
Kanülen (25G; 0,5 x 16 mm) 4658302 B. Braun 
Küvetten 10001387 Sarstedt 
Magnetstäbchen (15-50 mm) C267.1 Carl Roth  
Objektträger SuperFrost (76 x 26 mm) 1879.1 Carl Roth 
Parafilm M PM-9969 Carl Roth 
PCR Tubes (500 µl) 30.124.537 Eppendorf 
Petrischalen (8 cm
2
) 430165 Corning 
Petrischalen (unsteril) 821.473.001 Sarstedt 
Pipettenspitzen (10 µl) 701.116 Sarstedt 
Pipettenspitzen (1000 µl) 70.762.010 Sarstedt 
Pipettenspitzen (20 - 200 µl) 70.760.012 Sarstedt 
Präzisionswischtücher AA64.1 Kimberly-Clark 
Rotilabo-Blottingpapiere, Dicke 0,35 mm CL67.1 Carl Roth  
Rotilabo-Spritzenfilter PVDF P666.1 Carl Roth  
Sterilfilter Nalgene 0,2 µM (150 ml) 150-0020 Thermo Scientific 
Sterilfilter Nalgene 0,2 µM (500 ml) 151-4020 Thermo Scientific 
Stripetten (2 ml) 4486 Corning 
Stripetten (5 ml) 4487 Corning 
Stripetten (10 ml) 4488 Corning 
Stripetten (25 ml) 4489 Corning 
Stripetten (50 ml) 4490 Corning 
Vakuumfiltrationseinheit (Filtropur BT25, 250 ml) 831822 Sarstedt 
Wägeschalen (41x41x8 mm)  1878.2 Carl Roth 
Wägeschalen (89x89x25 mm)  1884.1 Carl Roth 
Zellkulturflasche (25 cm
2
) 436039 Corning 
Zellkulturschalen 430167 Corning 
Zentrifugenröhrchen (15 ml) 430766 Corning 






2.3 Substanzen, Lösungen und Puffer 
Sofern nicht anders angegeben, wurde zur Herstellung von Lösungen und Puffern autoklaviertes, 
demineralisiertes Milli-Q Wasser (dH2O) verwendet. Alle gängigen Standardchemikalien wurden, 
sofern nicht anders gekennzeichnet von Carl Roth oder Sigma-Aldrich bezogen und entsprachen dem 
höchsten Reinheitsgrad für molekularbiologische Analysen.  
2.3.1 Genotypisierung 
Kit zur DNA-Isolation und PCR 
KAPA Mouse Genotyping Kit (HotStart) 
KK7352, peqlab 
KAPA Express Extract Enzyme (1 U/μL) 
KAPA Express Extract Buffer (10X) 
KAPA2G Fast HotStart Genotyping Mix with dye (10X) 
 
Primer 
Mauslinie   Primersequenz (5'  3') 
BK F1 TGGTCTTCTTCATCCTCGGG 
 
F2 AAGGGCCATTTTGAAGACGTC 
  R CCAGCAACAGTGTTTGTTGG 
Myh6-Cre
Tg/+





  RCtr GTCAGTCGAGTGCACAGTTT 
→ Die Oligonukleotid-Lyophilisate wurden in deionsiertem, autoklaviertem Wasser gelöst und auf 
eine Zielkonzentration von 20 μM eingestellt 
Agarose-Gelelektrophorese 
0,5 M EDTA pH 8,0 
 
Bromphenolblau-Lösung 
EDTA  186,1 g 
 
Bromphenolblau 110 mg 
dH2O ad 1000 ml  
dH2O 2 ml 
 pH-Wert mit NaOH auf 8,0 einstellen 
    








 400 9 g 
Borsäure 55 g 
 
EDTA (0,5 M; pH 8,0) 12 ml 
EDTA (0,5 M; pH 8,0) 40 ml 
 
10x TBE Pufffer 30 ml 
dH2O ad 1000 ml  
Xylencyanol-Lösung 1,5 ml 
1x TBE-Puffer: 1:10 Verdünnung des 10x 
TBE-Puffers 
 
Bromphenolblau-Lösung 1,5 ml 
 







2-Log DNA Ladder 10 µl 
 
Agarose 2 g 
6x Ladepuffer 20 µl 
 
1 x TBE-Puffer 100 ml 
dH2O 90 µl  
Ethidiumbromid  10 µl 
 
2.3.2 Organentnahme und Kardiomyozytenisolation 
Präparierbesteck zur Organentnahme 
Material/Substanz/Lösung Bestellnummer Bezugsquelle 
Federschere 15012-12 FST 
Pinzette, fein, 45° Abgewinkelt 11253-25 FST 
Pinzette, fein, gerade 11253-20 FST 
Pinzette, gezahnt, gebogen 11151-10 FST 
Schere 14058-11 FST 
 
Material und Ausgangssubstanzen zur Kardiomyozytenisolation und Kultivierung 
Material/Substanz/Lösung Bestellnummer Bezugsquelle 
2,3-Butandion-Monoxim (BDM) B0753 Sigma-Aldrich 
8-Br-cGMP B 004-50E BioLog 
Ampuwa

 PZN 7610894 Fresenius Kabi 
Becherglas (5 ml) - SIMAX 
Calciumchlorid (CaCl2)  S5886 Sigma-Aldrich 
Cinaciguat (BAY58-2667) HY14181 MedChem Express 
CM-Fetales Kälberserum (FCS)  10099141 Life Technologies 
D-(+)-Glucose G7528 Sigma-Aldrich 
Dimethylsulfoxid (DMSO)  D 8418  Sigma-Aldrich 
Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4 x 2 H2O)  30412 Sigma-Aldrich 
Einmalpspritze, 1ml 7250415 BD Plastipak 
Heparin  PZN 3170642 Ratiopharm 
HEPES  H3375 Sigma-Aldrich 
Kaliumchlorid (KCl) P5405  Sigma-Aldrich 
Kaliumhydrogencarbonat (KHCO3)  60339 Sigma-Aldrich 
Kaliumphosphat, monobasisch (KH2PO4)  5655 Sigma-Aldrich 
Kanülen (25G; 0,5 x16 mm) 4658302 B.Braun 
Collagenase Typ II (337 U/ml) 4176 Cell Systems 
Laminin  354232 BD Bioscience 
L-Glutamin 200 mM (10x) 25030-024 Life Technologies 
Liberase DH Research Grade 05401089001 Roche 
Magnesiumsulfat-Heptahydrat (MgSO4 x 7 H2O)  63138 Sigma-Aldrich 
Minimal Essential Medium (MEM)  21575-022 Life Technologies 
Natriumchlorid (NaCl)  S5886 Sigma-Aldrich 
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Material/Substanz/Lösung Bestellnummer Bezugsquelle 
Natriumchlorid-Lösung (steril 0,9%)   PZN 2159621 Fresenius Kabi 
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)  S5761 Sigma-Aldrich 
NS11021 SML0322 Sigma-Aldrich 
PBS-Lösung  14190094 Life Technologies 
Penicillin G  3032-1MU Sigma-Aldrich 
Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep) 15140122 Life Technologies 
Perma-Hand Seide (5/0)  K880H Ethicon 
Phenolrot  P5530 Sigma-Aldrich 
Rinderserumalbumin (BSA)  A8806 Sigma-Aldrich 
Sterilfilter (Nalgene 0,2 μm, 150 ml)  10762732 Thermo Scientific 
Sterilfilter (Nalgene 0,2 μm, 500 ml)  10578471 Thermo Scientific 
Taurin  T0625 Sigma-Aldrich 
Trypsin 2,5% (10x)  15090046 Life Technologies 
Zellsieb (100 μm Maschenweite)  352360 BD Bioscience 
 
Pufferlösungen zur Kardiomyozytenisolation 
Perfusionspuffer (Stammlösung) 
 
Perfusionspuffer pH 7,46 
NaCl 13,2 g 
 
Perfusionspuffer (Stammlösung) 1960 ml 
KCl 700 mg 
 
BDM (500 mM) 40 ml 
KH2PO4 164 mg  
Glucose 2 g 
Na2HPO4 x 2 H2O 214 mg   pH-Wert auf 7,46 einstellen und steril 
filtrieren MgSO4 x 7 H2O 600 mg  
Phenolrot 24 mg 
    
NaHCO3 2,02 g     
KHCO3 2,02 g     
HEPES 4,77 g 
 
Verdaupuffer 
Taurin 7,5 g 
 
Perfusionspuffer pH 7,46 22,5 ml 
dH2O ad 2000 ml  
CaCl2 (100 mM) 2,8 µl 
 steril filtrieren 
 
Trypsin 2,5 % (10x) 150 µl 




Perfusionspuffer pH 7,46 2,25 ml 
 
Perfusionspuffer pH 7,46 9,5 ml 
CaCl2 (100 mM) 1,25 µl  
CaCl2 (100 mM) 3,75 µl 
FCS 250 µl 
 
FCS 500 µl 
       
Liberase DH-Lösung 
 
Laminin-Lösung (10 µg/ml) 
Liberase DH  50 mg 
 
Laminin (2 mg/ml) 50 µl 
Ampuwa

 12 ml 
 
PBS (steril) 9,95 µl 
 400 µl Aliquots bei -20°C lagern   
 





BDM (500 mM) 
 
BSA (100 mg/ml) 
BDM 2,52 g 
 
BSA 5 g 
dH2O ad 50 ml  
dH2O ad 50 ml 
       
Penicillin (10000 U/ml) 
 
CaCl2-Lösung (100 mM) 
Penicillin G  1 MU 
 
CaCl2 147 mg 
PBS 100 ml 
 
dH2O ad 10 ml 
    
10 mM CaCl2-Lösung: 1:10 Verdünnung 
der 100 mM CaCl2-Lösung 
 
DNA-Isolation aus Kardiomyozyten und Geweben  
Material/Substanz/Lösung  Bestellnummer  Bezugsquelle 
10x Taq-Puffer  11435094001 Roche 
dNTPs (Nukleotide)  K039.1 Carl Roth 
Ethanol (100%)  32205 Sigma-Aldrich 
High Pure PCR Preparation Kit  11796828001 Roche 
Isopropanol  6752.3 Carl Roth 
Taq DNA-Polymerase  11435094001 Roche 
 
2.3.3 Hypoxie-Reoxygenierung isolierter Kardiomyozyten 
Versuchsspezifische Zellkulturmedien  
Aussaatmedium NH 
    
Zellkulturmedium N pH 7,5 10 ml 
    
BDM (500 mM) 200 µl 
    
Penicillin (10000 U/ml) 100 µl 
    
 über Nacht im Brutschrank inkubieren 
    




NaCl 198 mg 
 
NaCl 198 mg 
KCl 10,51 mg 
 
KCl 10,51 mg 
HEPES 71,5 mg 
 
HEPES 71,5 mg 
Taurine 113 mg 
 
Taurine 113 mg 
CaCl2 anhydrous 33,3 mg  
CaCl2 anhydrous 33,3 mg 
MgSO4 x 7 H2O 8,87 mg  
MgSO4 x 7 H2O 8,87 mg 
FCS 1,5 ml 
 
Pen/Strep 1,5 ml 
D-Glucose 29,7 mg 
 
dH2O ad 30 ml 
Pen/Strep 300 µl 
 
 pH-Wert auf 7,4 einstellen 
dH2O ad 30 ml  
 über Nacht im Brutschrank inkubieren 
 pH-Wert auf 7,4 einstellen 
    
 über Nacht im Brutschrank inkubieren 
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Stammlösungen der pharmakologischen Substanzen 
 
NS11021 (30 mM) 
 
Cinaciguat (1 mg/ml) 
NS-11021 5 mg 
 
Cinaciguat 0,5 mg 
DMSO 326 µl 
 
DMSO 500 µl 
 10 µl Aliquots bei -20°C lagern   
 
 Bei -20°C lagern 
       
NS11021 (300 µM) 
 
Cinaciguat (50 µM)   
NS-11021 (30 mM) 100 µl 
 
Cinaciguat (1 mg/ml 56,6 µl 
DMSO ad 10 ml 
 
DMSO ad 2 ml 
 10 µl Aliquots bei -20°C lagern   
 
 Bei -20°C lagern 
NS-11021  (30µM): 1:10 Verdünnung der 
300µM NS-11021 
    
    
 
Zellkulturmedien für Stimulationsexperimente 
8-Br-cGMP (100 µM) 
 
Cinaciguat (25 nM) 
8-Br-cGMP (100 mM) 10 µl 
 
Cinaciguat (50 µM) 5 µl 
Zellkulturmedium N/H 10 ml 
 
Zellkulturmedium N/H 10 ml 
       
NS11021 (30 nM) 
 
DMSO 0,1%  
NS11021 (30 µM) 10 µl 
 
DMSO  10 µl 
Zellkulturmedium N/H 10 ml 
 
Zellkulturmedium N/H 10 ml 
       
NS11021 (300 nM) 
 
DMSO 0,01% 
NS11021 (300 µM) 10 µl 
 
DMSO (0,1%) 100 µl 
Zellkulturmedium N/H 10 ml 
 
Zellkulturmedium N/H ad 100 µl 
 
2.3.4 Bestimmung der LDH-Aktivität 
Verwendetes Kit  
CytoTox 96
®
 Non-Radioactive Cytotoxicity Assay 
G1780, Promega 
Bestandteile des Kits: Beschreibung: 
Probenpuffer 
 
Substratmix In 12 ml Probenpuffer lösen 
LDH-Positiv Kontrolle Verdünnungsreihe: 1600 U/ml - 25 U/ml 
Lyse Lösung (10x) 9% (v/v) Triton
®
 X-100 




2.3.5 Colorimetrische Messung der Caspase-3-Aktivität 
Verwendetes Kit 
Caspase-3 Colorimetric Assay Kit 
BF3100, R&D Systems 
Bestandteile des Kits: Beschreibung: 
DEVD-pNA Substrat (4 mM) DEVD Substrat konjugiert an p-Nitroanilin 
DTT  Dithiothreitol (1 M) 
Lyse Puffer Zur Lyse der Proben 
Reaktionspuffer 3 Zugabe von 10 µl DTT pro 1 ml 
Reaktionspuffer 3 kurz vor Zugabe 
Verdünnungspuffer Zur Verdünnung der Proben  
 
2.3.6 Isolation von Mitochondrien  
Versuchsspezifische Materialien und Lösungen 
Material/Substanz/Lösung Bestellnummer Bezugsquelle 
Aceton 9372.4 Carl Roth 
Ethylene glycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N′,N′-
tetraacetic acid (EGTA) 
E3889 Sigma-Aldrich 





) TT57.1 Carl Roth 
Kaliumchlorid (KCl) P5405  Sigma-Aldrich 
Nanophotometer P330 Implen 
Proteaseinhibitor (cOmplete Mini, EDTA-frei) 11836170001 Roche 
Rinderserumalbumin (BSA)  A8806 Sigma-Aldrich 
Saccharose 4621.2  Carl Roth 
Trichloressigsäure 8789.2 Carl Roth 
Tris 5429.3  Carl Roth 
Trypsin 0,5% (10x) 15400054 Life Technologies 
 
Lösungen und Puffer zur Isolation von Mitochondrien 
1 M Saccharose 
 
0,1 M EGTA     
Saccharose 17,12 g 
 
EGTA 1,91 g 
dH2O ad 50 ml  
dH2O ad 50 ml 
 steril filtrieren     
 






1 M Tris-HCl     
 
0,5 M EDTA     
Tris 6,06 g 
 
EDTA 9,3 g 
dH2O ad 50 ml  
dH2O ad 50 ml 
 pH-Wert mit HCl auf 7,4 einstellen   
 
 pH-Wert mit Tris auf 7,4 einstellen   
       
1 M KCl 
 
10% BSA 
KCL 3,73 g 
 
BSA 5 g 
dH2O ad 50 ml  
dH2O ad 50 ml 
       
10 mM EDTA in PBS 
 
0,05% Trypsin-Lösung 
EDTA (0,5 M) 2 ml 
 
Trypsin 0,5% (10x) 0,5 ml 
PBS ad 100 ml 
 
EDTA in PBS (10 mM) 4,5 ml 
       
Isolationspuffer 1 (IPm 1) 
 
Isolationspuffer 2 (IPm 2) 
Saccharose (1 M) 670 µl 
 
Saccharose (1 M) 5 ml 
Tris-HCl (1 M) 500 µl 
 
EGTA (0,1 M) 600 µl 
KCl (1 M) 500 µl 
 
Tris-HCl (1 M) 200 µl 
EDTA (0,5 M) 200 µl 
 
dH2O ad 20 ml 
BSA (10%) 200 µl 
 
 pH-Wert auf 7,4 einstellen 
Proteaseinhibitor 1 Tbl. 
    
dH2O ad 10 ml     
 pH-Wert auf 7,4 einstellen 
    
 
2.3.7 Respiratorische Messung isolierter Mitochondrien 
Versuchsspezifische Materialien und Lösungen 
Material/Substanz/Lösung Bestellnummer Bezugsquelle 
Adenosine 5'-diphosphate (ADP) A2754  Sigma-Aldrich 
Elektrode S1 Hansatech Instruments  
Elektroden Reinigungsset S16 Hansatech Instruments  
Elektrodenverbindungkabel S1/ADL Hansatech Instruments  
Glutamat G1251 Sigma-Aldrich 
Hamilton-Spritze (50 µl) 705N SYR Hamilton 
Kaliumhydrogephosphat (KH2PO4) 3904.1 Carl Roth 
Magnesiumchlorid (MgCl2 x 6 H2O)  A537.1 Carl Roth 
Magnetrührer (PTFE-überzogen) S2/P Hansatech Instruments  
Malat M1000 Sigma-Aldrich 
Membranapplikator A2 Hansatech Instruments  
Natriumdithionit (Na2S2O4) 157953 Sigma-Aldrich 
O-Ringe, verschiedene Größen S7A Hansatech Instruments 
Oxygraph Elektrodenkontrolleinheit RS232 OGYG1 Hansatech Instruments 
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Material/Substanz/Lösung Bestellnummer Bezugsquelle 
PTFE Membran (0,012 mm x 25 mm) S4 Hansatech Instruments 
Rotilab-Y-Stücke, pp, natur E775.1 Carl Roth 
Sauerstoffelektrodenkammer DW1/AD Hansatech Instruments 
Spacer (Zigarettenpapier) - RIZLA 
Succinat S3674 Sigma-Aldrich 
USB zu RS232-Konverter Aten Hansatech Instruments 
Wasserschlauch (12 x 6 mm) 069112 Hozelock 
Wattestäbchen - diverse 
 
Puffer und Lösungen zur respiratorischen Messung 
0,5 M MgCl2  
gesättigte KCl 
MgCl2 5,09 g  
KCl 17,5 g 
dH2O ad 50 ml  
dH2O ad 100 ml 
       
1 M KH2PO4   
10 mM ADP-Lösung 
KH2PO4 6,81 g  
ADP 4,7 mg 
dH2O ad 50 ml  
dH2O 1 ml 
 pH-Wert mit Tris auf 7,4 einstellen 
 
 20µl Aliquots bei -80°C lagern 
       
0,5 M Succinat-Lösung 
 
0,25 M Glutamat/0,125 M Malat-Lsg. 
Succinat 3 g 
 
Glutamat 9,2 g 
dH2O ad 50 ml  
Malat 4,2 g 
 20µl Aliquots bei -20°C lagern 
 
dH2O  ad 250 ml 
    
 20µl Aliquots bei -20°C lagern 
       
Puffer zur Atmungsmessung 
(Respirationsmedium, RM)     
Tris-HCl (1 M) 200 µl 
    
MgCl2 (0,5 M) 200 µl     
KH2PO4 (1 M) 40 µl     
EGTA/Tris (0,1 M) 4 µl 
    
Sachharose (1 M) 5 ml 
    
dH2O ad 20 ml     
 pH-Wert mit KOH auf 7,4 einstellen 







Pharmakologische Substanzen für Stimulationsexperimente  
NS11021 (300 µM) 
 
DMSO 0,1%  
NS11021 (30 mM) 100 µl 
 
DMSO 10 µl 
Respirationsmedium 9,90 ml 
 
Respirationsmedium 990 µl 
 20 µl Aliquots bei -20°C lagern 
    
       
NS11021 (30 µM) 
 
DMSO 0,01% 
NS11021 (300 µM) 1 ml 
 
DMSO 0,1% 100 µl 
Respirationsmedium 9 ml 
 
Respirationsmedium 900 µl 
 20 µl Aliquots bei -20°C lagern 
    
       
8-Br-cGMP (1 mM) 
    
8-Br-cGMP (100 mM) 20 µl 
    
Respirationsmedium ad 2 ml 
    
 
2.3.8 Proteinanalytik 
Versuchsspezifische Materialien und Lösungen 
Material/Substanz/Lösung  Bestellnummer  Bezugsquelle 
Acrylamidlösung (RotiphoreseGel) 3029.2 Carl Roth 
Ammoniumperoxodisulfat (APS) 9592.2 Carl Roth 
Bromphenolblau 15375 Serva 
Coomassie-Brilliant-Blue G250 3862.2 Carl Roth 
Dithiothreitol (DTT) 6908.1 Carl Roth 
EGTA E3889 Sigma-Aldrich 
Essigsäure (100%) 3738.5 Carl Roth 
Filterpapiere (0,35 mm) CL67.1 Carl Roth 
Glycerin 3783.1 Carl Roth 
Glycin 3908.3 Carl Roth 
Hamilton-Spritze (zur Probenapplikation) X035 Carl Roth 
Immobilion-FL Transfer Membran 
(PVDF-Membran, Western-Blot) 
IPFL00010 Merck Millipore 
Immobilion-P Transfer Membran 
(PVDF-Membran, Wetern-Blot) 
T831.1 Carl Roth 
Isopropanol 6752.3 Carl Roth 
Methanol 4627.5 Carl Roth 
Milchpulver T145.3 Carl Roth 
MOPS 6979.4 Carl Roth 
Natriumazid (NaN3) K305 Carl Roth 
Natriumchlorid (NaCl) 3957.2 Carl Roth 
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) 6367.2 Carl Roth 
Phosphatase-Inhibitor Cocktail 2 P5726 Sigma-Aldrich 
2 Material 
45 
Material/Substanz/Lösung  Bestellnummer  Bezugsquelle 
Phosphatase-Inhibitor Cocktail 3 P0044 Sigma-Aldrich 
Phosphorsäure (85%) 6366.1 Carl Roth 
Proteaseinhibitor (cOmplete Mini, EDTA-frei) 11836170001 Roche 
Proteinase K 03115836001 Roche 
Protein-Marker IV 27-2110 PeqLab 
Rinderserumalbumin (BSA) 8076.2 Carl Roth 
Sodiumdodecylsulfat (SDS) 5136.2 Carl Roth 
Sterilfilter BT25 Sarstedt 
Tetramethylethylendiamid (TEMED) 263.3 Carl Roth 
Tris 5429.3 Carl Roth 
Tween 20 9127.1 Carl Roth 
UV-Küvetten 10001387 Sarstedt 
β-Mercaptoethanol 4227.1 Carl Roth 
ε-Aminocapronsäure A2504 Sigma-Aldrich 
 
Proteingewinnung und Konzentrationsbestimmung nach Bradford 
1 M Tris-HCl pH 8,3 
 
10% SDS 
Tris 6,06 g 
 
SDS 10 g 
dH2O ad 50 ml  
dH2O ad 100 ml 
 pH-Wert mit HCl auf  8,3 einstellen 
    
       
4x Laemmli 
 
200 mM PMSF 
SDS 2,25 g 
 
PMSF 34,84 mg 
Tris 1,2 g 
 
Ethanol (100%) 1 ml 
Glycin 20 ml 
    
Bromphenolblau 6 mg 
 
4x Laemmli mit DTT 
dH2O ad 50 ml  
4x Laemmli 1,5 ml 
 pH-Wert auf 6,7 einstellen 
 
DTT (1 M) 75 µl 




SDS (10%) 670 µl 
 
SDS (10%) 670 µl 
Tris-HCl (1 M,  pH 8,3 ) 210 µl 
 
Tris-HCl (1 M,  pH 8,3 ) 210 µl 
β-Mercaptoethanol 170 µl 
 
β-Mercaptoethanol 170 µl 
PMSF (200 mM) 20 µl 
 
PMSF (200 mM) 20 µl 
dH2O ad 10 ml  
Phosphatase Inhibitor Cocktail 2 100 µl 
    
Phosphatase Inhibitor Cocktail 3 100 µl 
    
Proteaseinhibitor  1 Tbl. 
    







Coomassie Brillant-Blue G250 200 mg 
Phosphorsäure (85%) 200 ml 
Ethanol (100%) 100 ml 
dH2O ad 2000 ml 
 über Nacht rühren lassen  
  
 filtieren und Lagerung im Dunkeln bei 4°C 
 
Proteinlokalisation in Mitochondrien 
100 mM MOPS 
 
SEM-Puffer 
MOPS 2,09 g 
 
Saccharose (1 M) 2,5 ml 
dH2O ad 100 ml  
EDTA (0,5 M) 20 µl 
 pH-Wert mit KOH auf 7,2 einstellen 
 
MOPS (100 mM) 1 ml 
  
 
dH2O ad 10 ml 
Proteinase K (20 mg/ml) 
    
Proteinase K 25 mg 
    
dH2O 1,25 ml     
 
SDS-Gelelektrophorese 
1,8 M Tris-HCl pH 8,8 
 
0,6 M Tris-HCl pH 6,8 
Tris 10,9 g 
 
Tris 5,45 g 
dH2O ad 50 ml  
dH2O ad 50 ml 
  pH-Wert auf  8,8 einstellen     
 
  pH-Wert auf 6,8 einstellen     




APS 30 g 
 
Tris 3150 g 
dH2O ad 100 ml  
Glycin 720 g 
    
SDS 50 g 
    
dH2O ad 5000 ml 
    
 pH-Wert auf 8,3 einstellen 
    





dH2O 8,5 ml  
dH2O 6,3 ml 
Acrylamid (Rotiphorese) 4,3 ml 
 
Acrylamid (Rotiphorese) 7,1 ml 
Tris-HCl  (1,8 M, pH 8,8) 3,6 ml 
 
Tris-HCl  (1,8 M, pH 8,8) 3,6 ml 
SDS (10%) 167 µl 
 
SDS (10%) 167 µl 
TEMED 20 µl 
 
TEMED 20 µl 
APS (30%) 66,6 µl 
 
APS (30%) 66,6 µl 
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Trenngel 17,5%  
 
Sammelgel 5% 
dH2O 3,4 ml  
dH2O 7,2 ml 
Acrylamid (Rotiphorese) 9,7 ml 
 
Acrylamid (Rotiphorese) 1,66 ml 
Tris-HCl  (1,8 M, pH 8,8) 3,6 ml 
 
Tris-HCl (0,6 M, pH 8,6) 1 ml 
SDS (10%) 167 µl 
 
SDS (10%) 100 µl 
TEMED 12 µl 
 
TEMED 20 µl 
APS (30%) 56,6 µl 
 
APS (30%) 33,2 µl 






Tris  36,3 g 
 
Tris  3,6 g 
Methanol 200 ml 
 
Methanol 200 ml 
dH2O ad 1000 ml  
dH2O ad 1000 ml 
 pH-Wert auf 10,4 einstellen   
 
 pH-Wert auf 10,4 einstellen   
       
Kathodenpuffer 
 
10 x TBST 
Tris  3,0 g 
 
Tris 12,1 g 
ε-Aminocapronsäure 5,8 g 
 
NaCl 82,3 g 
Methanol 200 ml 
 
Tween 20 5 ml 
dH2O ad 1000 ml  
dH2O ad 1000 ml 
 pH-Wert auf 7,6 einstellen   
 
 pH-Wert auf 8,0 einstellen   
    
1x TBST: 1:10 Verdünnung des 10x TBST 




Milchpulver 5 g 
 
BSA 5 g 
1x TBST ad 100 ml 
 
NaN3 (10%) 500 µl 
    
1x TBST 95 ml 
 
Primärantikörper 
Primärantikörper Spezies Verdünnung Bezugsquelle 
Anti-α-Tubulin (DM1A) Maus 1:1000 Cell Signaling Technology 
Anti-Akt Kaninchen 1:750 Cell Signaling Technology 
Anti-BKα (690-1196) Maus 1:1000 NeuroMab (clone L6/60) 
Anti-BKα (RoCl; 674-1115) Kaninchen 1:500 Eigenherstellung 
Anti-Caspase-3 (8G10) Kaninchen 1:750 Cell Signaling Technology 
Anti-cGKIα/β Kaninchen 1:500 Prof. Hofmann, München
328
 
Anti-COX IV Kaninchen 1:1000 Cell Signaling Technology 
Anti-Cytochrom C (D18C7) Kaninchen 1:1000 Cell Signaling Technology 
Anti-GAPDH Kaninchen 1:1000 Cell Signaling Technology 
Anti-GSK-3β Kaninchen 1:1000 Cell Signaling Technology 
Anti-HSP60 (H-300) Kaninchen 1:200 Santa Cruz  
2 Material 
48 
Primärantikörper Spezies Verdünnung Bezugsquelle 
Anti-KCa (1057-1196) (APC-021) Kaninchen 1:250 Alomone labs 
Anti-KCa (1184-1200) (APC-107) Kaninchen 1:250 Alomone labs 
Anti-NDUFS1 Kaninchen 1:1000 Proteintech 
Anti-p44/42 MAPK (Erk1/2) Kaninchen 1:750 Cell Signaling Technology 
Anti-pGSK-3β (Ser9) Kaninchen 1:1000 Cell Signaling Technology 
Anti-Phospho Akt (Ser473) Kaninchen 1:750 Cell Signaling Technology 
Anti-Phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2) 
(Thr202/Tyr204) 
Kaninchen 1:750 Cell Signaling Technology 
Anti-PKCɛ Kaninchen 1:200 Cell Signaling Technology 
Anti-PKG-1 (C8A4) Kaninchen 1:1000 Cell Signaling Technology 
Anti-p-PKCɛ (Ser729) Kaninchen 1:200 Santa Cruz  
Anti-TOM20 (F-10) Maus 1:100 Santa Cruz 
Anti-β1-AR Kaninchen 1:200 Santa Cruz  
 
Sekundärantikörper (Fluorophor gekoppelt) 
Sekundärantikörper Spezies Verdünnung Bezugsquelle 










GE Healthcare  
(28-9011-06) 










GE Healthcare  
(PA45011) 










GE Healthcare  
(PA43009) 
 
2.3.9 Adenovirale Transduktion adulter Kardiomyozyten 
Versuchsspezifische Materialien und Lösungen 
Material/Substanz/Lösung Bestellnummer Bezugsquelle 
Deckgläser (12 mm Ø) 613-1577 VWR 
24-Well-Zellkulturplatten 3524 Corning 






Ad-CMV-MTS-cGi500 2,2 x 10
6
  
Ad-CMV-GFP 3,3 x 10
7
 
Die adenoviralen Vektoren wurden von Frau Prof. Dr. Ulrike Naumann (Molekulare Neuro-
Onkologie, Hertie-Institut für klinische Hirnforschung; Tübingen) hergestellt. 
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2.3.10 Anfärben von Mitochondrien mit MitoTracker® Orange CMTMRos 
Versuchsspezifische Materialien und Lösungen 
Material/Substanz/Lösung Bestellnummer Bezugsquelle 
Dimethylsulfoxid (DMSO)  D 8418  Sigma-Aldrich 
Hoechst 33258 Sigma-Aldrich 
MitoTracker® Orange CMTMRos  M7510 Invitrogen 
Paraformaldehyd (PFA)  0335.2 Carl Roth 
Shandon® Immu-Mount 9990402 Thermo Scientific 
Sudan Black B 0292.1 Carl Roth 
 
Lösungen zur Färbung mit MitoTracker
®
 Orange CMTMRos 
MitoTracker Stocklösung (1 mM) 
 
MitoTracker ( 1 µM) 
MitoTracker 50 µg 
 
MitoTracker Stock (1mM) 2 µl 
DMSO 117 µl 
 
Zellkulturmedium N 2 ml 
 im Dunkeln bei -20°C lagern    
    
    
MitoTracker ( 25 nM) 
    
MitoTracker (200nM) 250 µl 
    
Zellkulturmedium N ad 10 ml 
 
Fixierung und Eindecken der Zellen 
4% Paraformaldehyd-Lösung 
 
Eindeckmedium mit Hoechst (0,1%) 
PFA 30 g 
 
Hoechst 5 µl 
PBS ad 750 ml 
 
Shandon® Immu-Mount 5 ml 
 Auf 60°C erhitzen und rühren bis eine 
klare Lösung entsteht  
 im Dunkeln bei 4°C lagern    
    
 
Lösung zur Reduktion der Autofluoreszenz 
Sudan Schwarz Lösung (0,06%) 
Sudan Black B 0,06 g 




3.1 Methoden der Mauszucht 
3.1.1 Tierhaltung  
Alle Versuchstiere wurden gemäß den tierschutzrechtlichen Vorschriften in den Tierhaltungsräumen 
im Pharmazeutischen Institut in der Abteilung Pharmakologie, Toxikologie und klinische Pharmazie 
gezüchtet. In den Tierhaltungsräume herrschten folgende kontrollierte lüftungs- und klimatechnische 
Bedingungen: Die Raumtemperatur betrug 22 ± 1°C, die Luftfeuchtigkeit 55 ± 5% und es herrschte 
ein 12-stündiger Tag/Nacht-Rhythmus. Die Versuchstiere wurden in 2-er oder 3-er Gruppen in Typ-2 
Käfigen (Makrolonkäfig Typ II) gehalten. Zudem hatten alle Mäuse freien Zugang zu Wasser und 
standardisiertem Futter sowie Nistmaterial und einem Unterschlupf. Alle Organentnahmen wurden 
unter Beachtung der deutschen Tierschutzbestimmungen durchgeführt. 
 
3.1.2 Verpaarung der Versuchstiere  
Die Zucht der Versuchstiere erfolgte in Dauerverpaarungen. Hierfür wurde ein männliches Tier (min. 
8 Wochen alt) mit maximal zwei weiblichen Tieren (mind. 6 Wochen alt) in speziellen Typ-3 Käfigen 
(Makrolonkäfig Typ III) gehalten und die einzelnen erhaltenen Würfe wurden in einem Alter von 3 – 4 
Wochen abgesetzt, geschlechts-spezifisch getrennt, mit Ohrmarkierungen versehen und genotypisiert 
(siehe Abschnitt 3.2). 
 
Globale BK-defiziente Mäuse  
Zur Generierung einer globalen BK-Knockout (BK
L1/L1
; BK-KO) Maus wurde das Exon 7 des 
KCNMA1-Gens
279
, das ein Teil der porenbildenden Region der α-Untereinheit darstellt und ein Teil 
des S6-Segments codiert, mittels homologer Rekombination deletiert
329
. Durch diese Deletion wurden 
BK-Kanal defiziente Mäuse mit globalem Verlust des Kanalproteins generiert. Als Kontrollen wurden 
Wildtyp-Wurfgeschwister (BK
+/+
; BK-WT) verwendet. Zur Generierung der homozygoten BK-KO 
und BK-WT Mäuse wurden heterozygote C57BL/6 BK-Mäuse (BK
L1/+
) mit heterozygoten SV129 
BK-Mäusen (BK
L1/+
) verpaart. Aus diesen Verpaarungen entstanden BK-WT und BK-KO Tiere der 
F1-Generation mit einem gemischtem SV129/C57BL/6 Hintergrund.  
 
Kardiomyozyten-spezifische BK-defiziente Mäuse (CMBK-Mäuse) 







) wurde das Cre/loxP-Rekombinase-System verwendet
329
. Die Cre-Rekombinase 
ermöglicht das gezielte Entfernen von DNA-Sequenzen in lebenden Organismen und katalysiert die 
Spaltung und Neuverknüpfung von DNA zwischen spezifischen loxP Erkennungssequenzen. Diese 
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wurden zuvor flankierend in den zu erkennenden Genabschnitt (gefloxtes Allel) eingebracht. Als 
Promotor für die Cre-Rekombinase wurde das Myosin-heavy chain 6c (Myh6c) Gen gewählt
330
. Der 
alpha-Myosin-heavy chain 6c (α-Myosin schwere Kette 6c, αMyh6c) Promotor kontrolliert die 
Kardiomyozyten-spezifische Expression der Cre-Rekombinase. Die Generierung der CMBK-Mäuse 
geht von der Verpaarung der Myh6-Cre
Tg/+
 Mäuse mit der BK Mauslinie (siehe Abbildung 3.1) aus. 




Abbildung 3.1 Verpaarungsschema zur Generierung der CMBK-defizienten Mäuse 
Die Kreuzung der Myh6-Cre-transgenen Tiere mit BK
L1/+





). Diese wurden in einem zweiten Verpaarungsschritt mit gefloxten BK-Tieren (BK
L2/L2
) 
gekreuzt, woraus die Versuchstiere resultierten. BK-Kanal-Wildtyp-Gen (+/ ), loxP-Erkennungssequenz (
), BK defizientes Alle (L1/ ), von zwei loxP-Erkennungssequenzen umgebendes BK-Gen (L2/ ), 
Expression der Cre-Rekombinase im Herz unter Kontrolle des  Myh6c Promoters (Myh6-Cre/ ), 
Genotyp im Herzen (rotes Herz). Genaueres im Text. 
 
Zunächst wurden heterozygote transgene B6.FVB-Tg(Myh6-cre)2182Mds/J Mäuse (Genotyp: Myh6-
Cre
Tg/+
; Jackson Laboratory, Stock No.: 011038) mit heterozygoten globalen BK-defizienten 
(Genotyp: BK
L1/+
) Mäusen mit gemischtem SV129/C57BL/6 Hintergrund verpaart (Abbildung 3.1). 
Aus diesen Verpaarungen gingen in der F1-Generation doppelt-transgene Tiere hervor, die sowohl die 
Cre-Rekombinase in den Kardiomyozyten (Myh6-Cre
Tg/+
) exprimierten als auch heterozygot für den 
BK-Kanal (BK
L1/+







als Eltern für die Zucht der eigentlichen Versuchstiere und wurden mit gefloxten BK-Kanal (Genotyp: 
BK
L2/L2
) Tieren mit gemischtem SV129/C57BL/6 Hintergrund verpaart. Bei den gefloxten BK
L2/L2 
Mäusen handelt es sich hinsichtlich der BK-Kanal Konstitution um Wildtyp Tiere, bei denen sowohl 
vor als auch hinter dem für Exon 7 codierenden Abschnitt der KCNMA1-Gensequenz über homologe 
Rekombination loxP-Sequenzen eingebracht wurden. Diese loxP-Sequenzen dienen als Schnittstellen 
für die kardiomyozytär exprimierte Cre-Rekombinase. Aus dieser F2-Generation der Kreuzung 









 (CMBK-CTR).  
 
3.2 Genotypisierung 
Zur Identifikation des Genotyps wurden die Mäuse routinemäßig mit Ohrmarkierungen versehen 
(siehe 3.1.2) und eine 1 – 2 mm große Schwanzspitze zur Biopsie genommen. Aus diesen 
Schwanzspitzen wurde anschließend die DNA isoliert, mittels PCR vervielfältigt und mit Hilfe der 
Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und analysiert.  
 
3.2.1 DNA Isolation 
Die Isolation der DNA erfolgte mit Hilfe des KAPA Mouse Genotyping Hot Start Kits der Firma 
Roche (siehe 2.3.1). Dieses Kit wurde zur schnellen Extraktion und Amplifikation von DNA aus 
Mausgewebe entwickelt. Im ersten Schritt wurde ein Mastermix aus dem Extraktionsenzym (KAPA 
Express Extract Enzym), Extraktionspuffer (KAPA Express Extract Buffer) und dH2O zur DNA-
Isolation hergestellt. Dabei wurde pro Probe 2 µl Extraktionsenzym, 10 µl Extraktionspuffer und 88 µl 
dH2O angesetzt. Die Schwanzbiopsien wurden in 100 µl dieses Mastermixes in einem 1,5 ml 
Eppendorf-Reaktionsgefäß bei 75°C für 10 min und 450 rpm in einem Thermoschüttler inkubiert. 
Hierbei erfolgte durch eine thermostabile Protease die Lyse der Zellen sowie Zersetzung der Proteine 
und Nukleasen. Nach Inaktivierung des Enzyms bei 90°C für 5 min und 450 rpm und anschließendes 
kurzes Zentrifugieren der Probe konnte die DNA im Überstand abgenommen und in ein neues 
autoklaviertes 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt werden. Die DNA Proben wurden entweder 
sofort weiterverwendet oder kurzfristig bei 4°C gelagert. 
 
3.2.2 DNA-Vervielfältigung mittels Polymerase Kettenreaktion 
Die Polymerase Kettenreaktion (PCR, polymerase chain Reaktion) ist ein in vitro Verfahren zur 
schnellen Vervielfältigung bestimmter DNA-Abschnitte
331
. Dabei muss der zu amplifizierende DNA-
Abschnitt bekannt sein. Die PCR setzt sich aus mehreren Zyklen von drei aufeinanderfolgenden 
Schritten zusammen, wobei der gewünschte DNA-Abschnitt exponentiell vervielfältigt wird. Als 
Erstes erfolgt die Denaturierung der DNA. Bei einer Temperatur von 90°C werden die 
Wasserstoffbrückenbindungen zwischen den komplementären Basen der DNA-Stränge aufgelöst und 
es entstehen zwei DNA-Einzelstränge. Bei der darauffolgenden Hybridisierung kommt es zur 
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Anlagerung (Annealing) der Primer an die komplementären DNA-Einzelstränge gemäß ihren Basen. 
Hierbei lagert sich der sogenannte Forward-Primer (F) an das 3‘-Ende des kodierenden Stranges an, 
während der Reverse-Primer (R) an das 3‘-Ende des komplementären Stranges bindet. Die Temperatur 
wird hierbei auf ca. 55°C heruntergekühlt. Diese Temperatur wird entsprechend dem Optimum der 
Primer abhängig von ihrer Länge, Sequenz und Schmelztemperatur gewählt. Durch Zugabe der Primer 
im Überschuss wird hierbei eine Rehybridisierung der Einzelstränge verhindert. Als nächstes erfolgt 
die Polymerisation. Es kommt nun zur Verlängerung (Elongation) der Stränge mit Hilfe der 
hitzestabilen DNA-Polymerase. Dabei wird die Temperatur auf ca. 70°C erhöht, was dem 
Temperaturoptimum des Enzyms entspricht. Die DNA-Polymerase lagert hierbei, beginnend an den 
hybridisierten Primern, komplementäre Desoxynukleotide (dNTPs) an die DNA-Einzelstränge an, 
wodurch ein jeweils neuer Stang synthetisiert wird.  
Die mit dem KAPA Express Extract gewonnene DNA wurde mittels PCR und dem KAPA2G Fast 
Getotyping Mix (KAPA2G) amplifiziert. Der KAPA2G Fast Getotyping Mix enthält bereits die für die 
PCR notwendigen Bestandteile wie die DNA-Polymerase, Reaktionspuffer und Magnesiumchlorid 
(für die optimale Aktivität der Polymerase) sowie dNTPs und einen Ladepuffer. Die verwendeten 
Primer sind unter Abschnitt 2.3.1 aufgeführt. Die Pipettierschemata für jeweils eine Probe der BK und 
CMBK Mauslinie sowie das PCR Programm sind in Tabelle 3.1 dargestellt.  
 
Tabelle 3.1 Pipettierschemata zur DNA-Amplifikation und PCR Programm  
Substanz BK   Myh6-CreTg/+ 
KAPA2G 12,5 µl 
 
12,5 µl 
DMSO 1 µl 
 
1 µl 
dH2O 8,5 µl  
7,5 µl 
Primer 




FTg/RTg/FCtr/RCtr -     je 1 µl 
 
Schritt       Zeit     
Initiale Denaturierung (94°C) 3 min 
  
Denaturierung (94°C) 30 sec  
    Wdh.  
    30 Zyklen 
 
Hybridisierung (54°C) 30 sec 
Elongation (72°C) 30 sec 
Terminale Elongation (72°C) 5 min 
  
Kühlung (10°C) max. 24 h     
 
Zuerst wurde 25 µl des Mastermixes vorgelegt und dann 1 µl DNA hinzu pipettiert. Die Proben 
wurden gut gemischt und in einen Thermocycler (Mastercycler) gestellt. Der Thermocycler ermöglicht 
das Erhitzen und Abkühlen präzise auf die benötigte Temperatur. Das hier verwendeten KAPA Mouse 
Genotyping Hot Start Kit beinhaltet eine spezielle DNA-Polymerase (KAPA2G FAST Hot Start DNA-




Nach initialer Aktivierung der DNA-Polymerase erfolgte die Denaturierung der DNA bei 94°C. Zum 
anschließenden Annealing wurde die Temperatur auf 54°C abgesenkt und anschließend zur Elongation 
wieder auf 72°C erhöht. Diese drei Schritte wurden 30 Mal wiederholt, um eine ausreichende 
Vervielfältigung des gewünschten DNA-Abschnittes zu erhalten.  
 
3.2.3 Detektion der DNA mittels Agarose-Gelelektrophorese 
Die Agarose-Gelelektrophorese ist eine molekularbiologische Methode zur Auftrennung von DNA-
Fragmenten nach ihrer Größe. Durch Anlegen eines elektrischen Feldes erfolgt die Auftrennung der 
DNA-Fragmente Richtung Anode (Pluspol) auf Grund der negativen Ladung die durch 
Phosphatgruppen des Zucker-Phosphat-Rückgrats der DNA entsteht. Das Agarose-Gel hat dabei die 
Funktion eines Siebes, wodurch kleinere Moleküle schneller durch das Gel wandern und größere 
Fragmente zurückgehalten werden. Die Größe der DNA-Fragmente wird anhand eines DNA-
Längenstandards bestimmt.  
Zur Genotypisierung wurden 2% Agarosegele (siehe 2.3.1) eingesetzt. Hierzu wurde die Agarose im 
Elektrophoresepuffer (1x TBE-Puffer), damit sich diese löst, in einer Mikrowelle kurz aufgekocht. 
Anschließend wurde die Lösung unter Rühren auf einem Magnetrührer heruntergekühlt und mit 
Ethidiumbromid in einer Endkonzentration von 0,1 µg/ml versetzt. Das Ethidiumbromid ist ein 
Fluoreszenzfarbstoff und interkaliert in die DNA, wodurch diese später durch Anregung mit UV-Licht 
sichtbar gemacht werden kann. Währenddessen wurde ein Gelschlitten mit Kämmen vorbereitet. Nach 
Eingießen der abgekühlten Lösung und Aushärten des Gels wurden die Proben in die entstandenen 
Taschen pipettiert und die Elektrophorese durch Anlegen von 80 V gestartet. Die DNA-Fragmente, die 
mit Hilfe des KAPA Mouse Genotyping Hot Start Kits (siehe 3.2.2) gewonnen wurden, konnten direkt 
in die Taschen pipettiert werden, da diese bereits den erforderlichen Ladepuffer enthielten. Durch den 
Elektrophoresepuffer mit einem pH-Wert von 8,0 der das Gel bedeckte, wurde der polyanionische 
Zustand der DNA garantiert. Zusätzlich wurde noch ein DNA-Längenstandard (siehe 2.3.1) 
aufgetragen. Dieser enthielt Moleküle mit definierter Größe, anhand dessen später die Größe der 
DNA-Probenfragmente abgelesen werden konnten. Nach ca. 10 min wurde die Spannung auf 120 V 
erhöht, und nach erfolgter Auftrennung konnten die Banden mittels UV-Licht sichtbar gemacht und 
fotographisch dokumentiert werden. Anhand der DNA-Probenfragmentgröße konnten die Genotypen 
wie in Abbildung 3.2 dargestellt den Versuchstieren zugeordnet werden. Die Untersuchung des BK-
Genotyps basiert auf dem Nachweis von Exon 7 des KCNMA1-Gens
279
. Da dieses bei den BK-
defizienten Mäusen deletiert wurde, entsteht beim Nachweis des L1-Allels ein PCR-Fragment von 
132 bp, während das DNA-Fragment des WT-Allels eine Größe von 466 bp aufweist. Bei 
heterozygoten BK-Tieren konnten entsprechend beide Fragmente detektiert werden. Gefloxte L2-
Allele, bei denen das KCNMA1-Gen von loxP-sites flankiert ist, wiesen eine etwas höhere 
Fragmentgröße von 577 bp auf. Das αMyh6-cre-Transgen konnte durch ein DNA-Fragment mit einer 
Größe von 300 bp detektiert werden. Zusätzlich diente hier ein DNA-Fragment von ca. 200 bp als 







Abbildung 3.2 Genotypisierung und Identifizierung der Versuchstiere 
Repräsentative Bilder nach Auftrennung der PCR-Fragmente mittels Agarose-Gelelektrophorese. (A) BK-




-Mauslinie. bp: Basenpaare; M: Marker; +: Wildtyp L1: BK-
Knockout-Gen; L2: gefloxtes/von loxP-sites flankiertes BK-Gen; Tg; Transgen. Weitere Erläuterungen im Text. 
 
3.3 Organentnahme und Kardiomyozytenisolation 
3.3.1 Organentnahme und Bestimmung des kardialen Phänotyps  
Sämtliche Versuchstiere wurden entweder durch Inhalation von Kohlenstoffdioxid (CO2) 
eingeschläfert oder durch zervikale Dislokation getötet. Das Einleiten von CO2 erfolgte im gewohnten 
Haltungskäfig der Tiere. Dabei wurde das Gas zur gleichmäßigen Verteilung im Käfig langsam und 
kontinuierlich bei geschlossenem Deckel eingeleitet, was die Maus zunächst in tiefe Bewusstlosigkeit 
fallen ließ und dann zum Tod führte. Da es beim Einleiten von CO2, durch Reaktion des 
Kohlenstoffdioxids mit Hämoglobin zu Carboxyhämoglobin, zu einer Hypoxämie und blockierter 
Anlagerung von Sauerstoff kommt, wurden alle Tiere, deren Organe für Hypoxie-Reoxygenierungs-
Versuche entnommen wurden, mit zervikaler Dislokation getötet. Bei der zervikalen Dislokation 
wurde der Schädel des Tieres mit einer Schere am Hinterhauptbein fixiert und durch einen ruckartig 
starken Zug, kaudal leicht nach oben (ca. 45°-Winkel), wurden das Rückenmark und die versorgenden 
Blutgefäße des Gehirns durchtrennt. Dies führte zur Zerstörung des Atem- und Schmerzzentrums und 
zum sofortigen Tod des Tieres.  
Nach direktem Eintreten des Todes wurde das Tier gewogen, der Thorax geöffnet, das Herz freigelegt 
und unter einer Stereolupe in eiskalter isotonischer phosphatgepufferter Salzlösung (PBS) von 
anhaftendem Thymus und Bindegewebe befreit. Um mögliche Thromben und Blutreste zu entfernen 
wurde das Herz mit einer 2 ml Spritze und einer dünnen Kanüle (25G; 0,5x16 mm) über die Aorta mit 
PBS gespült. Danach wurde das Herz transversal halbiert, auf einem fusselfreien Tuch getrocknet und 
mit einer Analysenwaage gewogen. Um Unterschiede im Herzgewicht zwischen BK-KO bzw. 
CMBK-KO und ihren Wurfgeschwisterkontrolltieren (BK-WT bzw. CMBK-CTR) festzustellen, 
wurde das Herzgewicht ins Verhältnis zum Körpergewicht (HG/KG) gesetzt. Darüber hinaus wurde 
das Herzgewicht zusätzlich auf die Tibialänge (HG/TL) normalisiert. Hierzu wurde dem Tier die 
rechte Tibia entfernt, indem das Kniegelenk oberhalb des Schienbeinkopfes durchtrennt wurde. 
Anschließend wurde die Tibia ca. 15 min gekocht und so von Muskelfasern und sehnen befreit. Die 
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Messung erfolgte mittels Schieblehre. Zusätzlich wurden im Laufe dieser Arbeit auch Aorten 
entnommen. Hierzu wurde die Aorta entlang der Wirbelsäule bis zur Höhe der Leber mit einer Schere 
herausgeschnitten. Anschließend wurde die Aorta mit feinen Pinzetten von Bindegewebe, Blut und 
venösen Gefäßen freipräpariert. 
 
3.3.2 Isolation adulter muriner Kardiomyozyten 
Die Isolation der Kardiomyozyten erfolgte nach der Langendorff-Methode, welcher das Protokoll der 
Alliance for Signaling (AfCs Protokoll PP00000125) zu Grunde liegt. Die Langendorff-Perfusion 
basiert auf einer retrograden Perfusion des Herzens, mit einer Enzymlösung über die Aorta. Die 
Enzymlösung bestand aus Trypsin und Collagenase II bzw. Liberase DH. Zu Beginn der Arbeit 
wurden die Kardiomyozyten mit Collagenase II isoliert. Die Collagenase II ist eine Mischung 
verschiedener proteolytischer Enzyme, unterliegt als biologisches Produkt natürlichen Schwankungen, 
weshalb jede Charge daher individuell getestet und in ihrer Menge angepasst werden muss. Da im 
Laufe der Experimente Schwierigkeiten in der Isolation, einhergehend mit einer schlechten Viabilität 
und Ausbeute der Kardiomyozyten (durch Verwendung einer neuen Collagenase II-Charge und einer 
schlechten BDM-Charge) auftraten wurde auf Liberase DH als Isolationsenzym umgestellt. 
Liberase DH ist eine Mischung aus hochgereinigter Collagenase I und Collagenase II sowie neutralen 
Proteasen und enthält reduzierte Clostripain- und Trypsin-Aktivitäten sowie einen reduzierten 
Endotoxingehalt. Daher enthält jede Charge an Liberase DH gleichwertige Formulierungen und 
unterliegt keinen schwerwiegenden Schwankungen, sondern hat hohe experimentelle 
Reproduzierbarkeit. Das Langendorff-Perfusionssystem (siehe Abbildung 3.3) bestand aus einer 
peristaltischen Schlauchpumpe, die während der Perfusion konstant auf eine Flussrate von 2,5 ml/min 
eingestellt war, einem Wasserbad zur optimalen Erwärmung des Systems und der Puffer auf 37°C 




Abbildung 3.3 Langendorff-Perfusion zur Isolation von Kardiomyozyten 
(A) Langendorff-Perfusionssystem mit einer peristaltischen Pumpe, einer Perfusionskanüle zum "aufhängen" des 
Herzens und einem Wasserbad zur optimalen Erwärmung des Systems. (B) Das Herz wird retrograd mit 






Zu Beginn der Isolation wurden der Verdaupuffer sowie die beiden Stopp-Puffer (Stopp-Puffer I und 
Stopp-Puffer II) hergestellt (siehe 2.3.2) und auf 37°C vorgewärmt. Dem Verdaupuffer wurde vor 
Zugabe der Collagenase II bzw. Liberase DH - Lösung 2,5 ml abgenommen und in ein 5 ml 
Becherglas überführt. Je nach Größe des Herzens wurden 15 mg Collagenase II bzw. 300 – 400µl der 
Liberase DH-Lösung kurz vorher in den Verdaupuffer zugegeben. Für die Isolation und Kultivierung 
muriner adulter Kardiomyozyten wurden 8 – 10 Wochen alte Mäuse verwendet. Um die Bildung von 
Thromben zu verhindern, wurde den Mäusen 10 min vorher 250 I.E. Heparin (in 0,9% NaCl) i.p. 
gespritzt. Nach Entnahme des Herzens, Entfernen des Bindegewebes und Freilegen der Aorta wurde 
das Herz vorsichtig über diese auf die Perfusionskanüle gezogen, mit Seide verknotet und an die 
Perfusionsanlage angeschlossen. Nach 3 min Perfusion mit dem Perfusionspuffer wurde auf den 
Verdaupuffer mit Collagenase II bzw. Liberase DH-Lösung gewechselt und für weitere 12 min 
perfundiert. Danach wurde das Herz abgenommen, die Vorhöfe abgetrennt und das Herz in 2,5 ml 
Verdaupuffer (ohne Enzyme) in das 5 ml Becherglas überführt und für 30 sek mechanisch mit einer 
Federschere zerkleinert. Anschließend wurde der Stopp-Puffer I hinzugegeben und alle weiteren 
Schritte erfolgten unter der Sterilwerkbank. Zur Vereinzelung weiterer Kardiomyozyten wurde die 
Suspension mit einer 5 ml Stripette 3 min lang vorsichtig homogenisiert und danach, zur Abtrennung 
von Gewebetrümmern, über ein Zellsieb (100 µm Maschenweite) in ein 50 ml Falcontube abgelassen. 
Nach 10 min Sedimentation der Zellen bei Raumtemperatur (RT) unter der Sterilwerkbank wurde der 
Überstand, der kardiale Fibroblasten enthielt, abgenommen und verworfen. Das Zellpellet wurde im 
vorgewärmten Stopp-Puffer II vorsichtig resuspendiert und in eine 10 cm Petrischale überführt. Um 
Ca
2+
-tolerante Kardiomyozyten zu erhalten, wurde nun die Ca
2+
-Konzentration nach einem Ca
2+
-
Reinduktionsprotokoll schrittweise auf 1 mmol/L erhöht. Hierzu wurden im Abstand von 4 min zuerst 
zweimal 50 µl und einmal 100 µl einer 10 mM sowie anschließend 30 µl und 50 µl einer 100 mM 
CaCl2-Lösung zugegeben und diese durch vorsichtiges schwenken verteilt. Nach der Ca
2+
-Reinduktion 
wurde die Zellsuspension in ein 15 ml Falcontube überführt und für 12 min zur Sedimentation der 
Zellen bei RT unter der Sterilwerkbank stehen gelassen. Danach wurde der Überstand vorsichtig 
abgenommen und das Zellpellet mit den enthaltenen Kardiomyozyten wurde in 3 – 4 ml des 
Aussaatmediums NH homogenisiert.  
Zur Kultivierung der Kardiomyozyten und anschließenden adenoviralen Transduktion (siehe 
Abschnitt 3.8) wurden diese auf Laminin-beschichtete 24-Well Zellkulturplatten ausgebracht. Zur 
Hypoxie-Reoxygenierung (siehe Abschnitt 3.4) wurde die Zellsuspension auf Eppendorf-
Reaktionsgefäße verteilt.  
 
3.3.3 DNA-Isolation aus Kardiomyozyten und Geweben  
Um die Gewebespezifität der Myh6-Cre-Rekombinase zu überprüfen wurden neben Kardiomyozyten 
Atrium, Ventrikel, Aorta und Leber auf ihre BK-Kanal-Expression untersucht. Hierfür wurden die 
Gewebe den Tieren entnommen und die DNA-Isolation erfolgte mit dem High Pure PCR Preparation 
Kit der Firma Roche (siehe 2.3.2). Die Gewebeproben wurden mit 200 μl Lysepuffer und 40 μl 
Proteinase K über Nacht bei 55°C auf dem Schüttler (450 U/min) inkubiert. Durch die Bestandteile 
des Lysepuffers werden Zellmembranen zerstört. Die Proteinase K fungiert als Endo-/Exopeptidase 
und sorgt für den Abbau der Proteine im Zelllysat. Zudem werden mit Hilfe der enthaltenen EDTA 
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endogene DNAsen inaktiviert. Im Anschluss wurden die Gewebeproben mechanisch zerkleinert und in 
einer Lösung aus 200 μl Bindepuffer und 100 μl Isopropanol bei 13.000 U/min für 5 min zentrifugiert. 
Die DNA im Überstand wurde in ein Polypropylen-Filterröhrchen transferiert. Durch ihre Silica-
Beschichtung wird in Gegenwart von Guanidin eine Bindung der Nukleinsäuren an die Säulenmatrix 
ermöglicht. Nach Zentrifugation bei 8000 U/min für 1 min erfolgten zwei Waschschritte mit je 500 µl 
Waschpuffer bei 8000 U/min für 1 min. Die Eluation der DNA erfolgte anschließend mit 200 μl 
Elutionspuffer, der durch seine hohe TRIS-Konzentration die DNA-Silica-Bindung destabilisiert. 
Mithilfe eines Nanophotometers wurde anschließend die DNA-Konzentration bestimmt und mit 
Elutionspuffer (siehe Abschnitt 2.3.2) auf eine Konzentration von 10 ng/μl eingestellt. Für die 
Durchführung der PCR und der Gelelektrophorese siehe Abschnitte 3.2.2 und 3.2.3. Für die PCR 
wurde allerdings hier das High Pure PCR Preparation Kit der Firma Roche verwendet. Bei diesem Kit 
mussten, im Gegensatz zum KAPA2G (siehe 3.2.2), die notwendigen Bestandteile wie die DNA-
Polymerase, Reaktionspuffer sowie Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTPs) einzeln hinzugegeben 
werden. Die verwendeten Primer sind unter 2.3.1 aufgeführt, das Pipettierschema zur PCR des BK für 
eine Probe ist in Tabelle 3.2 dargestellt und das PCR Programm entspricht dem in Abschnitt 3.2.2 
Tabelle 3.1. Zur Gelelektrophorese (s. Abschnitt 3.2.3) wurden die Proben anschließend mit 6-fach 
konzentriertem Gel-Ladepuffer (s. 2.3.1) im Verhältnis 1:6 versetzt. 
 
Tabelle 3.2 Pipettierschema zur PCR mit dem High Pure PCR Preparation Kit 
Substanz   
isolierte DNA   3 µl 
dNTPs (10 mM) 1 µl 
Taq-Puffer (10x) 5 µl 
Taq DNA-Polymerase 0,2 µl 
Primer: F1/F2/R  je 1 µl 
dH2O   36,8 µl 
 
3.4 Hypoxie-Reoxygenierung isolierter Kardiomyozyten 
Da sich die Kardiomyozyten unter längerer normoxischer und hypoxischer Kultivierung von den 
Laminin-beschichteten Platten ablösten, somit beim Mediumwechsel und für den weiteren Versuch 
verloren gingen (siehe auch Abschnitt 4.6), fanden alle Versuche unter Hypoxie-Reoxygenierung, 
ähnlich des Prinzips des „ischemic pelleting“333, in Eppendorf-Reaktionsgefäßen statt. Während der 
Hypoxie wurden Substratfreiheit (Glucose/Serum) und Sauerstoffentzug durch Inkubation in einem 
CO2-Inkubator mit Sauerstoffregelung und einem HEPES-gepuffertem Medium ohne Serum und 
Glucose (siehe 2.3.3) erreicht. Die Bedingungen unter Hypoxie im Brutschrank waren 5% CO2, 0% O2 
und 95% N2 bei 37°C. Zur Normoxie und Reoxygenierung wurde ein HEPES-gepuffertes Medium, 
das Serum (5%) und Glucose (5,5 mM) enthielt, eingesetzt (siehe 2.3.3) und die Zellen bei 37°C, 5% 
CO2 und 21% O2 in einem CO2-Inkubator inkubiert. Die Zellkulturmedien wurden am Tag zuvor 
hergestellt und über Nacht im entsprechenden Brutschrank equilibriert. Die isolierten Kardiomyozyten 
(siehe Abschnitt 3.3.2) wurden in Aussaatmedium NH homogenisiert und die Suspension gleichmäßig 
auf Eppendorf-Reaktionsgefäße verteilt. Nach 30 min Inkubation unter normoxischen Bedingungen, 
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zur Gewöhnung der Zellen an die Kultivierungsbedingungen, wurden die Zellen nach Zentrifugation 
bei 250x g für 1 min in jeweils 1 ml Zellkulturmedium N oder Zellkulturmedium H 
(Zellkulturmedium N/H) homogenisiert und auf die in Abbildung 3.4 dargestellten 
Behandlungsgruppen aufgeteilt: 
 
Abbildung 3.4 In vitro Normoxie- und Hypoxie-
Reoxygenierung isolierter Kardiomyozyten 
Die Zellen wurden nach Isolation gleichmäßig auf 
die Gruppen der Protokolle A bis C aufgeteilt. Nach 
30 min Gewöhnung der Zellen an die Kultivierungs-
bedingungen erfolgte ein Mediumwechsel. Nach 
90 min Inkubation unter Normoxie oder Hypoxie 
erfolgte bei anschließender Reoxygenierung von 
120 min ein erneuter Mediumwechsel nach 
Normoxie/Hypoxie. Die pharmakologische 
Stimulation der Zellen (C, blauer Pfeil) mit 8-Br-
cGMP (100 µM), NS-11021 (300 nM und 30 nM) 
oder Cinaciguat (25 nM) erfolgte sowohl während 
der Normoxie bzw. Hypoxie als auch während der 





Dabei wurde jeweils für 90 min unter Normoxie oder Hypoxie inkubiert (Abbildung 3.4, Protokoll A – 
C). Erfolgte anschließend eine Reoxygenierung von 120 min (Abbildung 3.4, Protokoll B und C) 
wurden die Zellen nach Zentrifugation bei 250x g für 1 min und Abnahme des Überstandes vorsichtig 
in 1 ml Zellkulturmedium N homogenisiert und im Brutschrank unter normoxischen Bedingungen 
inkubiert. Wurden die Kardiomyozyten während der Normoxie oder Hypoxie und anschließender 
Reoxygenierung mit unterschiedlichen Substanzen stimuliert (Abbildung 3.4, Protokoll C), wurde das 
jeweilige Zellkulturmedium mit NS11021 (Endkonzentration 300 nM und 30 nM), Cinaciguat 
(Endkonzentration 25 nM) oder 8-Br-cGMP (Endkonzentration 100 µM) versetzt (siehe 2.3.3). Als 
Kontrolle dienten für NS11021 und Cinaciguat identische Mengen des DMSO um sicherzugehen, dass 
der Einsatz von DMSO in dieser Konzentration nicht selbst einen Einfluss auf die Normoxie/Hypoxie-
Reoxygenierung ausübt. Eine Stimulation der Kardiomyozyten erfolgte über die gesamte Versuchszeit 
(siehe Abbildung 3.4, Protokoll C). Das Ausmaß des nekrotischen Zelltod erfolgte über die 
Bestimmung der LDH-Aktivität (siehe 3.4.1). Die Erfassung des apoptotischen Zelltods erfolgte durch 
die Messung der Caspase-3-Aktivität (siehe 3.4.2). Für die mikroskopischen Untersuchungen wurden 
die Zellen nach 90 min Inkubation unter normoxischen oder hypoxischen Bedingungen in eine 
Petrischale (8 cm
2
) überführt und anschließend wurden mit dem Mikroskop (Inverses Mikroskop 





3.4.1 Bestimmung der LDH-Aktivität im Zellüberstand 
Zur Bestimmung der LDH Aktivität wurde das CytoTox 96
®
 Non-Radioactive Cytotoxicity Assay Kit 
der Firma Promega (siehe 2.3.4) verwendet. Die Bestimmung der LDH-Aktivität ist eine weit 
verbreitete Methode zur Bestimmung des nekrotischen Zelltods
334
. Das Prinzip der LDH Messung 
beruht auf dem Nachweis des cytosolischen Enzyms Lactatdehydrogenase (LDH) das beschädigte 
Zellen durch den Verlust der Integrität ihrer Zellmembran freisetzen
335
. Dieses kann dann im als 
Merker des nekrotischen Zelltods im Zellkulturüberstand nachgewiesen werden. Das Prinzip des 
enzymatischen Tests ist in Abbildung 3.5 dargestellt und basiert auf der kolorimetrischen Bestimmung 





, das anschließend die Reaktion eines Tetrazoliumsalzes (INT) 
durch Diaphorase zu einem roten Formazansalz katalysiert. Es erfolgt somit eine quantitative Messung 
der LDH-Freisetzung, da die Menge des gebildeten Formazan direkt proportional zur Menge der 




Abbildung 3.5 Prinzip der LDH-Aktivitätsbestimmung 





In der sich anschließenden, durch Diaphorase katalysierten Redoxreaktion, wird das gelbe Tetrazoliumsalz (INT) 
zu rotem Formazan reduziert, welches photometrisch quantifiziert wird. Genaueres im Text.  
 
Probennahme und Aufbereitung 
Der Zeitpunkt der Probennahme zur LDH-Messung ist in Abbildung 3.6 dargestellt. Nach 90 min 
Inkubation unter Normoxie oder Hypoxie wurde nach Zentrifugation bei 250x g für 1 min jeweils 
300 µl Medium zur LDH-Aktivitätsmessung abgenommen. Dieser Überstand wurde erneut bei 250x g 
für 4 min zentrifugiert, um eventuell mitabgenommene Zellbestandteile zu beseitigen und der 
erhaltene Überstand in einem neuen Eppendorf-Reaktionsgefäß bis zur Vermessung auf 4°C gehalten. 
Das restliche Medium wurde vorsichtig abgenommen und die Zellen in SDS-Lysepuffer P (siehe 
2.3.8) resuspendiert, für 5 min bei 95°C und 450 rpm zur Denaturierung inkubiert und anschließend 
die Konzentration mittels Bradford (siehe 3.7.2) gemessen.  
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Wenn eine Reoxygenierung erfolgte (Abbildung 3.6B) wurde ebenfalls 300 µl Medium nach 
Normoxie/Hypoxie zur LDH-Aktivitätsmessung abgenommen und analog aufbereitet. Nach 
vollständiger Abnahme des Zellkulturmediums (siehe auch Abschnitt 3.4) wurden die Zellen in 1 ml 
Zellkulturmedium N homogenisiert. Nach 120 min Reoxygenierung wurde mit den Proben gleich 
Verfahren wie zuvor: Nach Zentrifugation bei 250x g für 1 min wurde jeweils 300 µl Medium zur 
LDH-Aktivitätsmessung abgenommen, dieses erneut bei 250x g für 4 min zentrifugiert und der 
Überstand in einem neuen Eppendorf-Reaktionsgefäß bis zur Vermessung auf 4°C gehalten. Das 
restliche Medium wurde ebenfalls vorsichtig abgenommen und das Pellet in entsprechendem Volumen 
SDS-Lysepuffer P (siehe 2.3.8) resuspendiert. Nach Denaturierung für 5 min bei 95°C und 450 rpm 
wurde anschließend die Konzentration mittels Bradford (siehe 3.7.2) gemessen. Bei den Proben, die 
nach Normoxie bzw. Hypoxie anschließend reoxygeniert wurden, setzt sich somit die LDH-Aktivität 
aus der gemessenen LDH-Aktivität nach Normoxie/Hypoxie und der gemessenen LDH-Aktivität nach 
Reoxygenierung zusammen. 
 
Abbildung 3.6 Probennahme zur LDH-
Aktivitätsmessung 
Die Probennahme zur LDH-Aktivitätsmessung 
erfolgte nach (A)/(B) 90 min Normoxie bzw. 
90 min Hypoxie. (B) Erfolgte eine anschließende 
Reoxygenierung wurde erneut Medium zur LDH-
Aktivitätsmessung nach 120 min Reoxygenierung 
abgenommen. Die LDH-Aktivität nach Normoxie- 
bzw. Hypoxie-Reoxygenierung ergibt sich somit 
aus der Summe der LDH-Aktivität nach 90 min 
Normoxie/Hypoxie und der LDH-Aktivität nach 




Durchführung und Auswertung  
Die LDH-Aktivitätsbestimmung wurde gemäß den Angaben des Herstellers (Promega) durchgeführt. 
Zunächst wurde eine Verdünnungsreihe der LDH-Positivkontrolle (siehe 2.3.4) für die spätere 
Standardkurve angefertigt. Hierzu wurde eine Verdünnungsreihe der im Kit enthaltenen LDH-
Positivkontrolle mit equilibriertem Zellkulturmedium hergestellt. Für die Proben nach Normoxie und 
Reoxygenierung wurde eine Verdünnungsreihe mit Zellkulturmedium N für die Proben nach Hypoxie 
mit Zellkulturmedium H (weiterhin als Zellkulturmedium N/H bezeichnet) hergestellt. Hierfür wurde 
zunächst 1 µl LDH mit jeweils 2,5 ml Zellkulturmedium N/H gemischt, was einer Konzentration von 
1600 U/ml entspricht. Anschließend wurde eine Verdünnungsreihe mit Zellkulturmedium N/H im 
Verhältnis 1:2 mit absteigendenen LDH-Konzentrationen von 800 U/ml, 400 U/ml, 200 U/ml, 
100 U/ml, 50 U/ml und 25 U/ml hergestellt. Jeweils 50 µl der Proben und der LDH-Verdünnungsreihe 
wurden dann in eine 96-Well-Mikrotiterplatte überführt. Zur Quantifizierung der Proben wurden auch 
50 µl eines Nullabgleichs (Blank; Bl) aufgetragen. Zum Bl wurde das entsprechende 
Zellkulturmedium verwendet. Jede Probe, LDH-Konzentration und der Nullabgleich wurden als 
Duplikate aufgetragen und später der Mittelwert berechnet. Anschließend wurde zu jedem Well 
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jeweils 50µl des Substratmixes, der zuvor in 12 ml Probenpuffer gelöst wurde, hinzu pipettiert. Nach 
30-minütiger Inkubation im Dunkeln bei RT wurde die Reaktion durch die im Kit enthaltene Stopp 
Lösung abgestoppt und die Absorption jedes Wells mit einem ELISA-Reader (Infinite F200 PRO, 
Tecan) bei einer Wellenlänge von 492 nm photometrisch gemessen.  
Die Auswertung des Assay erfolgte zunächst mit der Software Magellan 7 von Tecan. Dabei wurde 
von allen Duplikaten der Mittelwert berechnet sowie der Nullabgleich subtrahiert. Auf Grund der 
LDH-Standardkurve konnte für jede Probe die tatsächliche LDH-Konzentration (in U/ml) angegeben 
werden. Zu Normierungszwecken wurden diese Werte anschließend auf die gemessenen 
Konzentrationen der Kardiomyozytenlysate bezogen.  
 
3.4.2 Colorimetrische Messung der Caspase-3-Aktivität 
Die Caspase-3 stellt eine zentrale Komponente der Apoptose und der Caspase-Kaskade dar. Die 
Aktivität der Caspase-3 dient als charakteristischer Apoptosemarker
336
. Die Bestimmung der Caspase-
3-Aktivität erfolgte mit dem Caspase-3 Colorimetric Assay Kit der Firma R&D Systems (siehe 2.3.5). 
Der kolorimetrische Test basiert auf der Hydrolyse von DEVD-pNA, einem Caspase-spezifischen 
Peptid konjugiert an das Reporter-Molekül p-Nitroanilin durch die Caspase-3
337
. Dies führt zur 
Freisetzung des Chromophors p-Nitroanilin (pNA), das spektrophoto-metrisch bei einer Wellenlänge 
von 405 nm quantifiziert werden kann. Die Caspase-3-Enzymaktivität ist direkt proportional zur 
Freisetzung des pNA.  
Durchführung und Auswertung 
Die Messung der Caspase-3-Aktivität wurde gemäß den Angaben des Herstellers (R&D Systems) 
durchgeführt. Nach 90 min Inkubation unter Normoxie oder Hypoxie (siehe Abschnitt 3.4) und 
anschließender Reoxygenierung von 120 min wurden die Proben bei 250x g für 10 min zentrifugiert 
und der Überstand anschließend abgenommen. Das Zellpellet wurde im mitgelieferten Lyse Puffer 
homogenisiert. Nach 10 min Inkubation auf Eis wurde bei 10.000x g für 1 min zentrifugiert und der 
Überstand in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt. Anschließend wurde die Konzentration 
mittels Bradford (siehe 3.7.2) gemessen und die Proben auf 4 mg/ml mit dem mitgelieferten 
Verdünnungspuffer eingestellt. Jeweils 50 µl (entsprechend 200 µg Protein) der Proben wurden zu 
Duplikaten in eine 96-Well-Mikrotiterplatte überführt. Zur Bestimmung eines Nullabgleichs (Blank, 
Bl) wurde zusätzlich 50 µl Verdünnungspuffer (als Duplikat) aufgetragen. In jedes Well wurde 
anschließend 50 µl Reaktionspuffer 3, der kurz zuvor mit 10 µl 1 M DTT pro 1 ml versetzt wurde, 
hinzu pipettiert. Die Reaktion wurde durch Zugaben von 5 µl des Caspase-3 kolorimetrischen 
Substrates (DEVD-pNA) gestartet. Im Nullabgleich wurden statt des DEVD-pNA Substrates 5 µl 
dH20 hinzu pipettiert. Nach Inkubation (Inkubator, Amersham pharmacia biotech) für 2 h bei 37°C 
wurde die Absorption jedes Wells mit einem ELISA-Reader (Infinite F200 PRO, Tecan) bei einer 
Wellenlänge von 405 nm photometrisch gemessen. Die Auswertung erfolgte mit der Software 
Magellan 7 von Tecan. Dabei wurde von allen Duplikaten der Mittelwert berechnet sowie der 
Nullabgleich subtrahiert. Da keine Standardkurve erstellt wurde, wurden die Ergebnisse als Erhöhung 




3.5 Isolation von Mitochondrien 
3.5.1 Isolation von Mitochondrien aus Ventrikel 
Die Isolation der Mitochondrien aus dem Ventrikel erfolgte nach einem modifizierten Protokoll von 
Frezza et al.
338
 mittels differentieller Zentrifugation. Dabei werden die ventrikulären Mitochondrien 
(VM) durch mehrere aufeinanderfolgende Zentrifugationsschritte von Zelltrümmern, cytosolischen 
Proteinen und der Zellkernfraktion abgetrennt. Die Isolation erfolgte bei 4°C, um die Aktivierung von 
Phospholipasen und Proteasen zu minimieren. Zu Beginn der Isolation wurden die beiden 
Isolationspuffer 1 und 2 (IPm 1 und IPm 2), sowie 10 mM EDTA in PBS (EDTA/PBS) als auch 
0,05% Trypsin-Lösung hergestellt (siehe Abschnitt 2.3.6) und mittels Eis auf 4°C gehalten. Nach 
Entfernen des Herzens wurde dieses unter dem Stereomikroskop in eiskalter 10 mM ETDA/PBS von 
Bindegewebe befreit. Die Vorhöfe wurden abgetrennt, die Ventrikel in kleine Stücke geschnitten und 
diese anschließend in einem 15 ml Falcontube in 0,05% Trypsin-Lösung inkubiert. Nach 30 min 
Inkubation auf Eis, unter gelegentlichem Schütteln, erfolgte eine Zentrifugation für 8 min bei 4°C und 
200x g. Der entstandene Überstand wurde entweder verworfen oder zur späteren Aufreinigung des 
Cytosols (siehe Abschnitt 3.5.3) auf 4°C gehalten. Das Pellet wurde in 2 ml eiskaltem IPm 1 
resuspendiert, in den vorgekühlten Glas-Potter überführt und 50-mal durch drehende Auf- und Ab-
Bewegung des Teflon-Stößels bei 4°C homogenisiert. Danach wurde die Suspension in ein 15 ml 
Falcontube überführt, der Glas-Potter zweimal mit je 1 ml eiskalter IPm 1 ausgespült und die gesamte 
vereinigte Suspension für 10 min bei 4°C und 700x g zentrifugiert. Das erhaltene Pellet mit der 
nuklearen Fraktion wurde verworfen und der Überstand auf zwei vorgekühlte Eppendorf-
Reaktionsgefäße (2 ml) aufgeteilt. Nach Zentrifugation für 10 min bei 4°C und 8.000x g wurde der 
Überstand entweder verworfen oder zur späteren Aufreinigung des Cytosols (siehe Abschnitt 3.5.3) 
mittels Eis auf 4°C gehalten. Die beiden Pellets wurden jeweils in 1 ml eiskaltem IPm 2 resuspendiert 
und vereinigt. Nach Zentrifugation für 10 min bei 4°C und 8.000x g wurde das erhaltene Pellet mit 
den Mitochondrien je nach Versuch weiterverarbeitet.  
Erfolgte die Isolation zur respiratorischen Messung der Mitochondrien wurde das Pellet je nach Größe 
in 150 – 200 µl eiskalter IPm 2 vorsichtig homogenisiert und der Proteingehalt mittels Bradford (siehe 
3.6) bestimmt. Die isolierten Mitochondrien wurden bis zu ihrer Vermessung auf 4°C gehalten. 
Wurden die Mitochondrien zur Western Blot Analyse weiter verarbeitet, wurde das Pellet entweder bis 
zur weiteren Verwendung auf flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert oder direkt 
mit entsprechendem Volumen an Lysepuffer (siehe 2.3.8) versetzt.  
 
3.5.2 Isolation von Mitochondrien aus Kardiomyozyten 
Zur Isolation von Mitochondrien aus Kardiomyozyten (CMM) wurden zuerst Kardiomyozyten wie 
unter Abschnitt 3.3.2 beschrieben isoliert. Nach enzymatischer Perfusion des Herzens und 
anschließendem zerkleinern mit der Federschere wurden einzelne Kardiomyozyten durch vorsichtiges 
Homogenisieren mit einer 5 ml Stripette für 3 min herausgelöst. Anschließend wurde die Suspension 
in einem 15 ml Falcontube bei 100x g für 2 min und RT zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen 
und das Zellpellet wurde wie unter Abschnitt 3.5.1 beschrieben ebenfalls in 2 ml eiskalter IPm 1 
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resuspendiert und die Mitochondrien weiter nach diesem Protokoll isoliert. Das entstandene Pellet mit 
den Mitochondrien wurde je nach Größe in 60 – 80 µl des entsprechenden Puffers (je nach Versuch; 
siehe Abschnitt 3.5.1) vorsichtig homogenisiert. 
 
3.5.3 Aufreinigung des Cytosols  
Um aus einer Maus sowohl Mitochondrien als auch Cytosol zu gewinnen, wurden die erhaltenen 
Überstände bei der Mitochondrienisolation sowohl aus Ventrikel als auch aus Kardiomyozyten (s. 
Abschnitt 3.5.1 und 3.5.2) weiter verarbeitet. Die jeweils beiden entstanden Überstände wurden 
vereinigt und, um jegliche mitochondrialen und membranären Bestandteile zu entfernen, bei 
100.000x g für 60 min in einer Ultrazentrifuge (SS34 RCSC plus, Sorvall, siehe 2.1.1) zentrifugiert. 
Die im Überstand befindlichen cytosolischen Proteine wurden anschließend durch eine 
Trichloressigsäure – Präzipitation (TCA-Präzipitation) gefällt. Dazu wurde der Überstand mit einem 
Zehntel Volumen eiskalter 100% Trichloressigsäure (TCA) versetzt und für 45 min auf Eis inkubiert. 
Nach Zentrifugation für 10 min bei 4°C und 14.000 rpm wurde das entstandene Pellet mit eiskaltem 
80% Aceton (-20°C) versetzt, um TCA Reste zu entfernen. Die Probe wurde gevortext und erneut für 
10 min bei 4°C und 14.000 rpm zentrifugiert. Der Aceton-Waschschritt wurde ein weiteres Mal 
wiederholt und anschließend wurde das Pellet bei RT für ca. 5 min getrocknet und für die SDS-PAGE 




3.6 Respiratorische Messung isolierter Mitochondrien 
Die respiratorische Messung isolierter Mitochondrien erfolgte polarographisch mit einer 
elektrochemischen Zelle, bekannt als Clark-Typ polarographischer Sensor
339,340
 bei 37°C. Die Clark-
Sauerstoffelektrode wurde von Chance und Williams
341
 erstmals zur Bestimmung des 
Sauerstoffverbrauchs isolierter Mitochondrien verwendet. In dieser Arbeit kamen zwei Clark-
Elektroden-Einheiten von Hansatech Instruments (siehe 2.3.7) zum Einsatz, die in Abbildung 3.7. 
dargestellt sind. Das Messprinzip beruht auf der Messung von elektrischem Strom der durch 
Reduktion von molekularem Sauerstoff (O2) bei der Bildung von ATP (siehe Abbildung 1.1) an der 




Abbildung 3.7 Messaufbau der respiratorischen Messungen und Clark-Elektrodendisk 
(A) Allgemeiner Aufbau der Respirationsmessung mit Wasserbad zur Temperierung und PC zur Aufnahme des 
Signals. (B) Die Elektrodendisk befindet sich in einer verschließbaren Messkammer, die durch einen umgebenen 
Wassermantel auf 37°C temperiert und an die Steuereinheit angeschlossen wird. (C) Clark-Elektrodendisk im 
Detail mit Platinkathode (5), Silberanode und Elektrolytreservoir (6) sowie die beiden O-Ringen (7), die die 
PTFE-Membran fixieren und die Reaktionskammer luftdicht abschließen. Genaueres siehe im Text.  
 
3.6.1 Die Clark-Sauerstoffelektrode 
Aufbau und Funktionsweise 
Die Clark-Sauerstoffelektrode besteht aus einer in Epoxidharz eingefassten zentralen Platinkathode 
(2 mm Durchmesser) und einer konzentrischen Silberanode (siehe Abbildung 3.7C). Während die 
Platin-Kathode sich in einer Erhebung (Kuppel) befindet, ist die Silberanode in einer kreisförmigen 
Rille, die ein Elektrolytreservoir darstellt, eingelassen. Während der Messung sind Kathode und 
Anode durch eine 50%-ige gesättigte Kaliumchlorid (KCl)-Elektrolytlösung verbunden. Der Elektrolyt 
bildet mit Hilfe eines feinen Spacers (Zigarettenpapier), der als Papierdocht dient, eine Brücke 
zwischen Kathode und Anode. Über dem Spacer befindet sich eine, für Sauerstoff selektiv 
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durchlässige PTFE-Membran und beide werden durch einen O-Ring in ihrer Position gehalten. Vor 
jeder Messung musste die Elektrode neu präpariert werden (siehe weiter unten im Abschnitt). Wird die 
Elektrode nun mit der Steuereinheit verbunden und eine Spannung von etwa 700 mV angelegt, liefert 
dies die treibende Kraft für die Reaktion an der Platinkathode sowie Silberanode. Die ablaufende 
Reaktion an den Elektroden ist in Abbildung 3.8 dargestellt. Durch die angelegte Spannung wird das 
Platin (Pt) negativ (d.h. es wird zur Kathode) und das Silber (Ag) wird positiv (d.h. es wird zur 
Anode). Sauerstoff diffundiert durch die PTFE-Membran, wird an der Kathodenoberfläche reduziert 
und durch die KCl-Elektrolytbrücke entsteht ein Stromkreis. Das Silber wird dabei zu Silberchlorid 
oxidiert. Der erzeugte Strom ist direkt proportional zum Sauerstoffverbrauch im Reaktionsgefäß 
oberhalb der Platinkathode und durch gleichmäßiges elektromagnetisches Rühren wird die Probe 
optimal durchmischt, sodass eine Sauerstoffverarmung an der Platinkathode verhindert wird. Mit Hilfe 
der Elektrodensteuereinheit wird der erzeugte Strom in eine Spannung umgewandelt, digitalisiert und 
die Software Oxygraph Plus der Firma Hansatech Instruments zeichnet die Signale der Clark-
Elektrode auf.  
 
Abbildung 3.8 Reaktionen an der Clark-
Elektrode 
Die angelegte Spannung von 700 mV bewirkt 
eine Polarisation der Platinkathode (Pt). 
Sauerstoff kann durch die Membran 
diffundieren und wird an der Oberfläche der 
Kathode zu H2O2 reduziert während das Silber 
(Ag) oxidiert wird. Der durch die KCl-Brücke 
entstandene Stromkreis ist proportional zum 
Sauerstoffverbrauch. Näheres im Text. 








Bespannen und Kalibrieren der Elektrode 
Da nur eine sorgfältig bespannte Elektrode reproduzierbare und interpretierbare Ergebnisse liefert und 
die Elektrode auf keinen Fall längere Zeit unbenutzt bespannt sein sollte, da der Elektrolyt sonst in die 
kleinen Poren des Epoxidharzes eindringen und ihn porös machen könnte, wurde die Elektrode an 
jedem Messtag neu bespannt und kalibriert. Zuerst wurde die Anode von Silberchlorid (AgCl2)- 
Ablagerungen mittels Reinigungspaste aus dem Elektroden Reinigungsset (siehe 2.3.7) befreit, poliert 
und mit destilliertem Wasser gründlich abgespült, sodass keine Reste der Reinigungspaste zurück 
blieben. Mit einer Pipette wurde ein Tropfen KCl-Lösung auf die Kuppe der Kathode gegeben und  
weitere 3 – 4 Tropfen wurden in das Elektrolytreservoir auf der Anode verteilt. Anschließend wurde 
auf den Tropfen der Kathode der Spacer (2 x 2 cm
2
) gelegt, wodurch dieser gleichmäßig vom 
Elektrolyten durchtränkt wurde und somit als Papierdocht und Brücke zwischen Anode und Kathode 
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wirken konnte. Um die PFTE-Membran (ebenfalls 2 x 2 cm
2 
groß) fettfrei zu halten, wurde diese 
anschließend mit einer Pinzette faltenfrei über den Spacer gelegt. Mit Hilfe des Membran-Applikators 
wurde der O-Ring über die Kuppe gedrückt bis er in der Einkerbung saß, wodurch die Membran straff 
über die Kuppe gezogen wurde. Es ist darauf zu achten, dass sich keine Falten und Luftblasen vor 
allem im Bereich der Kathode befinden, da dies die Empfindlichkeit der Elektrode beeinflusst und zu 
Fehlmessungen führt. Der zweite O-Ring wurde platziert, damit kein Sauerstoff von außen in die 
Messkammer eindringen kann und die Elektrode wurde in die Elektrodenkammer montiert. Nach 
Anschließen an das Wasserbad und equilibrieren auf 37°C, wurde die Elektrode kalibriert, um das 
erhaltene elektrische Signal als tatsächlich kalibrierte Einheit in nmol/L darstellen zu können. Dies 
erfolgte in zwei Schritten als Flüssigphasen-Kalibrierung mit luftgesättigtem deionisiertem Wasser 
(dH2O) und Natriumdithionit (Na2S2O4). Das Signal von der Sauerstoffelektrode wird dabei auf zwei 
bekannte Sauerstoffkonzentrationen bezogen. Als erste Bezugskonzentration dient die in der 
Messkammer vorhandene Sauerstoffkonzentration in luftgesättigtem dH2O, die bei jeder gegebenen 
Temperatur und atmosphärischem Luftdruck berechnet werde kann
343
. Dazu wird zu Beginn der 
Kalibrierung 37°C warmes luftgesättigtes dH2O in die Messkammer eingefüllt sowie die Temperatur 
in der Messkammer (37°C) und der atmosphärische Druck (101,32 kPa) angegeben. Als zweiter 
Bezugswert dient der Sauerstoff Nullwert, der durch Zugabe von Natriumdithionit erreicht wird. Als 
starkes Reduktionsmittel verbraucht es den gesamten Sauerstoff in der Messkammer, sodass die 
Sauerstoffmessung nach Zugabe von Na2S2O4 und erfolgter Sauerstoffreduktion dem Nullwert 
entspricht. Anhand dieser beiden Kalibrierungspunkte wird nun ein Kalibrierfaktor berechnet, der der 
gesamten Messung zugrunde liegt, und das elektrische Signal kann direkt in nmol/L angegeben 
werden.  
 
3.6.2 Basale Respirationsmessung 
Nach erfolgreicher Kalibrierung und Isolation der Mitochondrien (siehe 3.5) wurde die 
Reaktionskammer mit 500 µl des auf 37°C vorgewärmten und Sauerstoff-equilibriertem 
Respirationsmediums (RM, siehe 2.3.7) befüllt. Anschließend wurde die Reaktionskammer mit einem 
Stopfen verschlossen und die Messung gestartet. Der Stopfen enthielt im Inneren eine Kapillare, durch 
die genug Sauerstoff in die Reaktionskammer gelangte und durch die mit einer Hamilton-Spritze 
Substanzen verabreicht werden konnten. Durch langsames kontinuierliches Rühren mit einem PTFE-
Magnetrührer wurde sichergestellt, dass der gelöste Sauerstoff sowie dazugegebene Substanzen 
gleichmäßig in der Probe verteilt wurden und es zu keiner Sauerstoffverarmung im Bereich der 
Kathode kam. Der kurze Anstieg bei Zugabe der Mitochondrien, pharmakologischen Substanzen, 
Substraten oder ADP kommt dabei durch eine leichte Irritation des polarographischen 
Sauerstoffsensors mittels Injektion der Hamilton-Spritze zustande. Nach Erreichen einer stabilen 
Grundlinie (ca. 3 min) wurden die Mitochondrien hinzu gegeben (siehe auch Abbildung 3.9). Hierbei 
ist nahezu kein Verbrauch an Sauerstoff zu beobachten, da sich im RM keine Substrate befinden und 
nur endogene Substrate von den Mitochondrien verbraucht werden. Der Sauerstoffgehalt in der 
Lösung bleibt konstant und wird als State-1 Atmung bezeichnet. Danach erfolgte die basale 
Atmungsmessung in Gegenwart verschiedener Substrate. Hier wurde die Atmung zum einen durch die 
gleichzeitige Gabe von Glutamat (Endkonzentration 5 mM) und Malat (Endkonzentration 2,5 mM) 
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und zum anderen in einem zweiten Setup durch Gabe von Succinat (Endkonzentration 5 mM) 
stimuliert. Glutamat und Malat fungieren als Stimulatoren des Komplex I und müssen zuvor durch den 
TCA in der Matrix der Mitochondrien zur Bildung von NADH metabolisiert werden. Succinat 
hingegen stimuliert Komplex II, der direkt Elektronen auf Coenzym Q übertragen kann. Durch 
exogene Zugabe dieser Substrate erfolgt nun ein Verbrauch an Sauerstoff und Bildung von ATP (siehe 
auch Abbildung 1.1) charakterisiert durch ein Überschuss an Substraten. Dies wird als State-2 Atmung 
bezeichnet. Nach 4 min Messung erfolgte die Zugabe von ADP in einer Endkonzentration von 
100 µM. Es erfolgt nun ein hoher Verbrauch an Sauerstoff durch die ADP-stimulierte Bildung von 
ATP. Diese maximale durch ADP-stimulierte Atmung wird als State-3 Atmung bezeichnet und wird 
durch die katalytische Kapazität der Atmungskettenenzyme limitiert. Die State-3 Atmung geht 
schließlich durch den vollständigen Verbrauch des exogen zugegebenen ADPs in die State-4 Atmung 
über. Die State-4 Atmung liegt bei intakten Mitochondrien im Größenbereich der State-2 Atmung. 
Nach 5 min Messung wurde die Messung gestoppt. Vor jeder neuen Messung wurde gründlich mit 
deionisiertem Wasser gespült.  
Wurde der Einfluss verschiedener pharmakologischer Substanzen wie NS11021 und 8-Br-cGMP 
(siehe 2.3.7) auf die basale Atmung untersucht, erfolgte deren Zugabe 1 min vor der Substratzugabe 
(siehe auch Abbildung 3.9). Als Kontrolle dienten für NS11021 identische Mengen des DMSO:RM-
Gemisches und für 8-Br-cGMP identische Mengen deionisiertes H2O um sicherzugehen, dass der 
Einsatz von DMSO (bzw. H2O) in dieser Konzentration nicht selbst einen Einfluss auf die Atmung 
ausübt. 
 
3.6.3 Auswertung und respiratorischer Kontrollindex 
Durch Anlagen von Tangenten
344
 an State-2, -3 und -4 mit Hilfe der O2view Software von Hansatech 
konnte die Atmungsgeschwindigkeit über die Zeit bestimmt werden und somit der 
Sauerstoffverbrauch der vermessenen Mitochondrien über die Zeit ermittelt werden. Die Auswertung 
ist in Abbildung 3.9 dargestellt.  
 
Abbildung 3.9 Auswertung der respiratorischen 
Messungen 
Nach erreichen einer stabilen Grundlinie erfolgte die 
Zugabe von (1) Mitochondrien, (2) pharmako-
logischen Substanzen, (3) Substrat (Glutamat und 
Malat oder Succinat) und (4) ADP. Durch Anlegen 
von Tangenten kann der Sauerstoffverbrauch über die 
Zeit in [nmol/mL/min] gemessen werden und der 
respiratorische Kontrollindex (RCR) als Quotient der 
State-3 Atmung zur State-4 Atmung berechnet 






Der respiratorische Kontrollindex (RCR) wird als Quotient der State-3 Atmung zur State-4 Atmung 
berechnet. Er ist ein Maß für die Intaktheit der Mitochondrien und quantifiziert die Kopplung 
zwischen der Elektronentransportkette (Substratoxidation) und der oxidativen Phosphorylierung 
(ATP-Bildung). Der Wert des RCR ist dabei Substrat- und Gewebeabhängig. Er gibt Auskunft über 
mögliche Schäden der inneren Mitochondrienmembran und erlaubt Rückschlüsse auf die 
Funktionsfähigkeit der untersuchten Mitochondrien. Durch Schäden an der inneren 
Mitochondrienmembran wäre der Rückfluss von Protonen in die Matrix möglich, was zu einer 
Substratoxidation ohne ATP-Bildung führen würde. Dies hätte eine höhere State-4 Atmung und somit 




3.7.1 Proteingewinnung aus Gewebe und Zellen 
Zur Proteingewinnung aus Herzgewebe wurde das Herz wie in Abschnitt 3.3.1 beschrieben 
entnommen, mit eiskalter PBS durchspült sowie die Aorta und das Fettgewebe entfernt und das Herz 
entweder direkt weiterverarbeitet oder auf flüssigem Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren 
Verwendung bei -80°C gelagert. Zur Proteinisolation wurde der SDS-Lysepuffer (siehe 2.3.8) 
verwendet. Dieser enthält SDS, ein anionisches Tensid das Proteine denaturiert sowie β-
Mercaptoethanol, das zur Denaturierung beiträgt und die in den Proteinen enthaltene Disulfidbrücken 
zu freien Thiolen reduziert. Das SDS verleiht den Proteinen zusätzlich eine negative Ladung, die zur 
späteren Auftrennung im elektrischen Feld wichtig ist (s. 3.7.4). Das enthaltene PMSF dient als 
unspezifischer Serinproteaseinhibitor und verhindert die Degradation der Proteine. Zur 
Proteingewinnung wurde das Herz je nach Größe mit 800 – 1000 µl SDS-Lysepuffer versetzt und mit 
einem Gewebehomogenisator (Ultra Turrax) für ca. 2 min und steigender Drehzahl homogenisiert. Zur 
vollständigen Denaturierung wurde das Lysat anschließend für 10 min bei 95°C erhitzt, durch 
Vortexen gemischt und bei 13000 rpm für 5 min zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen und 
in ein neuen Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt und, sofern keine Weiterverarbeitung erfolgte, bei  
-80°C gelagert.  
Zur Proteingewinnung aus Kardiomyozyten wurden diese wie in Abschnitt 3.3.2 beschrieben isoliert 
und am Ende 1 ml des Pellets, das die Kardiomyozyten enthält, in ein 1,5 ml Eppendorf-
Reaktionsgefäß überführt. Nach Zentrifugation für 1 min bei 1500 rpm wurde das erhaltene Pellet 
direkt in SDS-Lysepuffer P suspendiert oder, wenn keine sofortige Weiterverarbeitung erfolgte, auf 
flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert. Anschließend wurden die suspendierten 
Kardiomyozyten für 5 min bei 95°C zur Denaturierung erhitzt und durch Vortexen gemischt.  
Zur Proteingewinnung aus Mitochondrien wurden diese nach Gewinnung (siehe 3.5) oder Lagerung 
bei -80°C je nach Größe des Pellets in 80 – 100 µl SDS-Lysepuffer suspendiert, ebenfalls für 5 min 
bei 95°C zur Denaturierung erhitzt und anschließend durch Vortexen gemischt.  
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3.7.2 Proteinbestimmung nach Bradford 
Die Bestimmung der Proteinmenge erfolge nach der Methode von Marion Bradford
345
. Diese stellt auf 
Grund ihrer hohen Sensitivität noch immer eine wichtige Methode zur quantitativen photometrischen 
Bestimmung von Proteinkonzentrationen dar und basiert auf hydrophoben und ionischen 
Wechselwirkungen des Triphenylmethanfarbstoffs Coomassie-Brilliant-Blau G-250 mit kationischen 
Aminogruppen basischer Seitenketten von Proteinen. Durch Komplexierung der Proteine mit diesem 
Farbstoff in saurer Lösung kommt es zu einer Verschiebung des Absoptionsmaximums von 470 nm 
(rot) zu 595 nm (blau). Diese Absorption kann mittels Photometer gemessen werden. Die 
Quantifizierung der Proben erfolgte gegen eine mit bovinem Serumalbumin (BSA) erzeugte 
Eichkurve. Zunächst wurden 95 µl dH2O in einer Einmalküvette vorgelegt und 5 µl Probe hinzu 
pipettiert. Anschließend wurden die Proben mit 1 ml Bradford-Lösung versetzt. Nach 5 min 
Inkubation im Dunkeln zur vollständigen Farbentwicklung wurden die Proben zweimal vermessen. 
Als Nullabgleich diente anstatt der 5 µl Probe 5 µl des entsprechenden Suspensionspuffers (SDS-
Lysepuffer oder IPm2 bei respiratorischen Messungen). 
 
3.7.3 Biochemische Analyse der Proteinlokalisation in Mitochondrien 
Um die Lokalisation eines Proteins in den Mitochondrien zu bestimmen, d.h. um zu spezifizieren ob 
sich ein Protein in der Matrix, im Intermembranraum oder der äußeren Mitochondrienmembran 
befindet wurde ein Verdau mit Proteinase K (Proteinase K Protection Assay) durchgeführt
346
. Die 
Proteinase K ist eine Serinprotease mit starker proteolytischer Aktivität und breiter Variabilität. Die 
frisch isolierten Mitochondrien aus Kardiomyozyten wurden nach dem letzten Zentrifugationsschritt 
(siehe Abschnitt 3.5.2) zu 1 µg/µl in isoosmotischem SEM-Puffer (siehe 2.3.8) resuspendiert. 
Anschließend wurde die Hälfte der Suspension mit 20 µg/ml Proteinase K versetzt, die andere Hälfte 
mit entsprechendem SEM-Puffer als Negativkontrolle und für 15 min auf Eis inkubiert. Da die 
Mitochondrien im isoosmotischen Puffer noch intakt sind, werden nur Proteine auf der äußeren 
Mitochondrienmembran proteolytisch gespalten. Die Proteinase K wurde anschließend durch Zugabe 
von PMSF in einer Endkonzentration von 2 mM gestoppt und für weitere 10 min auf Eis inkubiert. 
Nach Zentrifugation bei 10.000x g für 15 min bei 4°C wurden die enthaltenen Pellets in 
entsprechendem Volumen Lysepuffer P resuspendiert, für 5 min bei 95°C zur Denaturierung der 
Proteine erhitzt und anschließend bis zur Western-Blot-Analyse bei -80°C weggefroren.  
 
3.7.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) dient zur Auftrennung von Proteinen in 
einem elektrischen Feld. Dabei werden die Proteine nach ihrer Größe in einer Gelmatrix 
(Polyacrylamidgel) aufgetrennt. Auf Grund ihrer gleichmäßigen negativen Ladung, erhalten durch 
Komplexbildung mit Natriumdodecylsulfat (SDS), werden die Proteine ausschließlich nach ihrer 
Größe aufgetrennt. Größere Moleküle wandern wegen des höheren Wiederstandes langsamer durch 
das Gel als kleinere Moleküle. Außerdem bewirkt SDS eine Denaturierung der Proteine. Die 
Gelmatrix entsteht durch radikalische Polymerisation von Polyacrylamid in speziellen Gelgieß-
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Apparaturen, das über Bisacrylamid zu einem dreidimensionalen Geflecht quervernetzt wird. 
Ammoniumperoxidsulfatlösung (APS) dient als Radikalstarter und das enthaltene 
Tetramethslethylendiamin (TEMED) dient als Katalysator, durch den die Polymerisation des Gels 
gestartet wird. Bei der hier angewandten SDS-PAGE nach Laemmli
347
 handelt es sich um ein 
diskontinuierliches System aus zwei Gelen: einem Trenngel (feinporig) und einem Sammelgel 
(grobporig). Zunächst werden die Proben im Sammelgel gemeinsam an der Grenze zum Trenngel 
konzentriert, bevor sie im Trenngel aufgetrennt werden. Zur Herstellung der Gele wurden zwei 
Glasplatten, die in einem Plastikkonstrukt zusammen gehalten wurden, in eine Gelgieß-Apparatur 
eingespannt. Zwischen den Glasplatten war ein Abstand von 0,75 cm, in die das Gel gegossen werden 
konnte. Zuerst wurde ein Trenngel (s. 2.3.8) zwischen die Glasplatten gegossen. Dieses wurde, um 
Luftblasen zu verhindern und eine glatte Oberfläche des Gels zu gewährleisten, mit Isopropanol 
beschichtet. Die Dichte des Trenngels richtet sich dabei nach der Größe der aufzutrennenden Proteine. 
Für kleinere Proteine wurde ein höherprozentiges dichteres Gel hergestellt während für größere 
Moleküle ein niedrigprozentiges Gel hergestellt wurde. Nach Auspolymerisieren des Trenngels wurde 
der Isopropanol vollständig entfernt und das 5% ige Sammelgel gegossen. Mit Hilfe von Kämmen 
entstanden hier Aussparungen (Taschen), in die später die Proben pipettiert werden konnten. Da die 
verwendeten Polyacrylamidgele am Vortag hergestellt wurden erfolgte die Aufbewahrung, um ein 
Austrocknen zu verhindern bei 4°C in feuchter Umgebung.  
Die Konzentration der Proben wurde wie beschrieben nach Bradford gemessen (siehe 3.7.2). 
Anschließend wurden diese mit dH2O auf die gewünschte Konzentration von 80 µg eingestellt, mit 
4 x Laemmli und enthaltenem DTT (siehe 2.3.8) versehen und für 10 min bei 95°C in einem 
Thermoschüttler bei 450 rpm erhitzt. Das im Laemmli enthaltene Dithiothreitol (DTT) reduziert 
Disulfidbrücken, wodurch es zur vollständigen Denaturierung kommt. Währenddessen wurden die 
Glasplatten kurz mit demineralisiertem Wasser abgespült und die Kämme vorsichtig entfernt. Nach 
Einspannen der Gele in das Laufmodul der Elektrophoresekammer und Überschichten mit 
Elektrophorese-Puffer (1x Elphor, s. 2.3.8) wurden jeweils 20 µl Probe mit Hilfe einer Hamilton-
Spritze in die Taschen eingebracht. Zusätzlich wurde ein Längenstandard (3 µl) mit eingefärbten 
Proteinfragmenten definierter Größe von 10 – 170 kDa aufgetragen. Anhand dieses Längenstandards 
lässt sich der Verlauf der Elektrophorese verfolgen und anschließend die Größe der detektierten 
Proteine abschätzen. Die Elektrophorese wurde zunächst bei einer angelegten Spannung von 80 V 
gestartet und, sobald die Proben nach ca. 20 min aus dem Sammelgel herausgewandert waren, wurde 
auf 120 V erhöht.  
 
3.7.5 Western-Blot 
Mit Hilfe des Western-Blots können Proteine aus einem Elektrophoresegel auf eine Membran 
übertragen werden. Dies ermöglicht eine Konservierung der Proteine für anschließende Identitäts- und 
Aktivitätsnachweise. Im Rahmen dieser Arbeit wurden hydrophobe Membranen aus 
Polyvenylidendifluorid (PVDF) verwendet. Die mittels SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden 
mit einem sogenannten Semidry-Blot vom Elektrophoresegel auf die Membran transferiert. Hierzu 
wurde die Anodenplatte ausreichend mit demineralisiertem Wasser befeuchtet. Anschließend legte 
man drei in Anodenpuffer I und zwei in Anodenpuffer II getränkte Filterpapiere (siehe 2.3.8) darauf. 
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Die PVDF-Membran wurde in Methanol und anschließend kurz in Anodenpuffer II getaucht, 
woraufhin sie auf die Filterpapiere gelegt wurde. Das Agarose-Gel aus der Gelelektrophorese wurde 
vorsichtig aus den Glasplatten entnommen und nach Abtrennen des Sammelgels auf die Membran 
gelegt. Darüber folgten fünf in Kathodenpuffer getränkte Filterpapiere und die mit demineralisiertem 
Wasser befeuchtete Kathodenplatte. Die Proteine wurden bei einer angelegten Stromstärke von 60 mA 
für 60 min, gefolgt von weiteren 15 min bei 90 mA (pro Gel), auf die Membran übertragen. Beim 
Blotten von Proteinen zur Detektion des BK-Kanals wurde zuerst eine Stromstärke von 80 mA für 
90 min, gefolgt von 110 mA für 15 min pro Gel, angelegt. Die Membran wurde danach für eine 
Stunde in einer 5%igen Milchpulverlösung (siehe 2.3.8) zur Blockierung unspezifischer Bindestellen 
auf einem Schüttler inkubiert. Nach dreimaligem Waschen für je 10 min in 1x TBS-T wurde die 
Membran gegebenfalls mit einem Skalpell zugeschnitten (um mehrere Proteine unterschiedlicher 
Größe auf einer Membran zu detektieren) und die entstandenen Membranen in die entsprechenden 
Antikörperlösungen (siehe 2.3.8) in einem 50 ml Zentrifugenröhrchen überführt. Die Inkubation 
erfolgte über Nacht bei 4°C auf einem Rotor. Die Antikörperlösung enthielt den Primärantikörper 
(siehe 2.3.8), welcher nun an spezifische Epitope der geblotteten Proteine auf der PVDF-Membran 
bindet. Am folgenden Tag wurde die Membran dreimal für jeweils 10 min mit 1x TBS-T gewaschen. 
Es folgte eine einstündige Inkubation mit einem Fluorophor-gekoppeltem Sekundärantikörper in 1x 
TBS-T (siehe 2.3.8) bei RT im Dunkeln. Im Anschluss wurde die Membran im Dunkel fünfmal für 
5 min gewaschen und zwischen fusselfreien Tüchern getrocknet. Die Detektion der Proteine erfolgte 
mit dem EttanDige Imager oder dem Amersham Imager 600. Zur Auswertung und Quantifizierung der 
Proteine wurde die ImageQuant TL Software verwendet.  
 
3.8 Adenovirale Transduktion adulter Kardiomyozyten 
Die adenovirale Transduktion ermöglicht eine effiziente und stabile Genübertragung auf isolierte 
adulte Kardiomyozyten
332,348,349
. Die humanpathogenen Adenoviren sind unbehüllte Viren, die eine 
doppelsträngige lineare DNA enthalten. Diese kann leicht manipuliert werden und größere Inserts von 
bis zu 35 kb können eingebracht werden. Eine Vielzahl von Studien haben Adenoviren für den 
Gentransfer in neonatalen und adulten Kardiomyozyten eingesetzt und die Infektionseffizienz wurde 
für beide Zelltypen an die 100% beschrieben
348
. Die adenoviralen Vektoren (siehe 2.3.9) wurden von 
Frau Prof. Dr. Ulrike Naumann (Molekulare Neuro-Onkologie, Hertie-Institut für klinische 
Hirnforschung; Tübingen) hergestellt. Die Expression beider Vektoren wird durch den menschlichen 
CMV-Promotor (Cytomegalovirus) gesteuert. Der Ad-CMV-GFP Vektor codiert ein grün 
fluoreszierendes Protein (GFP), während der mitochondriale Ad-CMV-MTS-cGi500 Vektor den 
cGMP-Sensor cGi500
350
 (cGMP-Indikator mit einer EC50 von 500 nM für cGMP) codiert und an die 
Cytochrom C-Oxidase getagged ist. Dieses Konstrukt sollte spezifische Mitochondrienlokalisation 
zeigen. Der cGMP-Sensor cGi500 trägt die zwei cGMP-Bindungsstellen der cGKI, eingeschlossen 
zwischen CFP (cyan fluoreszent protein) und YFP (yellow fluorescent protein). Mittels Fluoreszenz-
Resonanzenergietransfer
351
 (FRET; Fluorescence resonance energy transfer) kann nach erfolgreicher 
Transduktion cGMP in der Zelle bzw. in den Mitochondrien gemessen werden. Der Nachweis von 







Zur adenoviralen Transduktion wurden die isolierten Kardiomyozyten (siehe 3.3.2) auf Laminin-
beschichteten 24-well Platten ausgesät (siehe 2.3.9). Hierzu wurden die 24-well Platten zuvor mit 
autoklavierten Glas-coverslips ( 12 mm) ausgelegt, diese mit Laminin (10 µg/ml) beschichtet und 
für ca. 3 h bei 37°C belassen. Vor Aussäen der Zellen wurde das Laminin von den Platten abgesaugt 
und zweimal mit PBS gewaschen. Die Zellsuspension wurde dann je nach Ausbeute an Zellen auf 4 –
 6 Wells verteilt und im Brutschrank bei 5% CO2 inkubiert. Nach einer Stunde waren die Zellen 
adhärent, sodass ein Wechsel zum Zellkulturmedium N durchgeführt werden konnte. Anschließend 
wurden die Zellen mit einer Multiplicity of infection (MOI; Multiplizität der Infektion) von 30 des 
adenoviralen Vektors transfiziert. Die MOI gibt das Verhältnis von infektiösen Viruspartikeln zur 
Zellzahl an. Nach maximal 20 h wurde das Medium gewechselt. Zuvor wurde zweimal vorsichtig mit 
Zellkulturmedium N gewaschen um nicht verbrauchte Viruspartikel vollständig zu entfernen.  
 
3.9 Anfärben von Mitochondrien mit MitoTracker® Orange CMTMRos 
Die Färbung der Mitochondrien erfolgte mit dem MitoTracker

 Orange CMTMRos (MitoTracker) der 
Firma Invitrogen (siehe 2.3.10), ein Fluoreszenzfarbstoff der selektiv aktive Mitochondrien anfärbt. 
Als ein Derivat des Tetramethylrosamins enthält er Thiol-reaktive Chloromethyl-Gruppen, die nach 
aktiver Aufnahme in die Mitochondrien mit Thiolverbindungen von Proteinen und Peptiden der 
Atmungskette reagieren. Während der Inkubation mit dem Farbstoff erfolgt ein passiver Transport des 
MitoTrackers durch die Plasmamembran. Darüber hinaus wird die Färbung der Mitochondrien auch 






 Orange CMTMRos (50 µg) wurde für ca. 20 min bei Raumtemperatur aufgetaut 
und anschließend steril in Dimethylsulfoxid (DMSO) zu einer Endkonzentration von 1 mmol/L gelöst. 
Zunächst wurde eine 1 mM Stammlösung in Zellkulturmedium N hergestellt und diese dann mit 
Zellkulturmedium N auf 25 nM verdünnt (siehe 2.3.10). Anschließend wurde von den transfizierten 
Zellen (siehe Abschnitt 3.8) das Medium abgenommen und dieses durch je 1 ml Zellkulturmedium N 
mit 25 nM MitoTracker ersetzt. Nach einer Inkubation von 30 min bei 37°C und 5% CO2 im 
Brutschrank wurden die Zellen zweimal mit Zellkulturmedium N gewaschen und anschließend für 
20 min mit 4%  Paraformaldehyd-Lösung (PFA) bei RT und im Dunkeln fixiert (siehe 2.3.9). Um die 
Autofluoreszenz zu verringern, wurden die Zellen anschließend in Sudan Schwarz Lösung 
inkubiert
353,354
. Dazu wurden die Coverslips zuerst drei-mal 8 min in PBS gewaschen, anschließend für 
5 min in 0,06% Sudan Schwarz Lösung inkubiert und nach erneutem dreimaligem Waschen für 8 min 
wurden die Zellen in einer ImmuMount-Hoechst-Lösung (siehe 2.3.9) eingebettet. Hoechst interkaliert 
mit der DNA und dient somit zur Kernfärbung. Die Aufnahme repräsentativer Bilder erfolgte zeitnah 
an einem Fluoreszenzmikroskop (AxioImager Z1, Zeiss). Als Negativkontrolle dienten Zellen, die 
gleich lange in Kultur gehalten wurden. Sie wurden ebenfalls in 4% PFA für 20 min fixiert, 
anschließend in Sudan Schwarz-Lösung inkubiert und mit ImmuMount-Hoechst-Lösung eingebettet. 




In den dargestellten Diagrammen sind alle erhobenen Ergebnisse als Mittelwerte ± Standardfehler 
(SEM) dargestellt und, sofern nicht anders angegeben, sind alle Statistiken mit Microsoft Excel 2010 
und Microsoft Excel 2013 vorgenommen worden. Signifikanzberechnungen wurden mit Hilfe eines 
ungepaarten zweiseitigen Student´s t-test durchgeführt. Erhaltene p-Werte <0,05 wurden als statistisch 
signifikant, <0,01 als hoch signifikant und p-Werte <0,001 als höchst signifikant betrachtet und mit 
der entsprechenden Anzahl an Sternen (*), Rauten (#) oder Paragraphen (§) gekennzeichnet (*p<0,05; 




Vorrausgegangene Arbeiten implizieren, dass der mitoBK in Kardiomyozyten eine wichtige 
Komponente des Zellüberlebens bei Hypoxie-Reoxygenierung darstellt und an der Kardioprotektion 
durch Stimulation des cGMP-Signalwegs beteiligt sein könnte (siehe Abschnitt 1.7.4 und 1.7.5). Eine 
aktuelle in vivo Studie postuliert, dass der mitoBK kardioprotektiv wirkt
355
. Es wird darüber hinaus 
vermutet, dass das kardioprotektive Signal über cGMP/cGKI an den mitoBK weitergeleitet wird, 
jedoch ist die genaue Signalübertragung noch unklar. In diesem Zusammenhang wird eine über 
mitoBK-vermittelte Entkopplung der Elektronentransportkette und damit ROS-Bildung 
diskutiert
116,218
. Im Rahmen dieser Arbeit wurde schwerpunktmäßig der Zusammenhang zwischen dem 
mitoBK und der Elektronentransportkette sowie die Rolle des mitoBKs bei in vitro Hypoxie-
Reoxygenierung für das Überleben isolierter Kardiomyozyten untersucht.  
 
4.1 Allgemeine Herzparameter der Versuchstiere und Untersuchungen 
zur mitochondrialen Lokalisation des BK-Kanals  
4.1.1 Einfluss einer globalen BK-Deletion auf die Herzgröße und Expression des 
mitoBKs  
Um den Einfluss einer globalen BK-Deletion auf das Herz zu untersuchen wurden Herzen von 
globalen BK-WT und BK-KO Tieren im Alter von ca. 12 Wochen entnommen und gewogen (siehe 
3.3.1). Um potentielle Unterschiede in der Größe und dem Gewicht des Tieres sowie zwischen den 
Geschlechtern zu eliminieren wurde das Herzgewicht (HG) zum einen auf die Tibialänge (HG/TL) 
und zum anderen auf das Körpergewicht (HG/KG) normiert (Abbildung 4.1). Sowohl die isoliert 
betrachteten Herzgewichte als auch die Tibialängen und die Körpergewichte wiesen zwischen den 
Genotypen hoch signifikante Unterschiede auf (Abbildung 4.1A – E). Die globalen BK-KO Tiere 
zeigten mit 95,3 ± 2,7 mg ein signifikant niedrigeres Herzgewicht, eine signifikant kürzere Tibia von 
16,31 ± 0,08 mm und ein signifikant verringertes Körpergewicht mit 20,2 ± 0,60 g im Vergleich zu 
ihren WT-Wurfgeschwistern (HG: 116,6 ± 3,3 mg; TL: 17,12 ± 0,14 mm; KG: 24,2 ± 0,60 g). Diese 
signifikanten Unterschiede waren auch nach Normierung der Herzgewichte auf die Tibialängen zu 
beobachten (Abbildung 4.1D), wohingegen die Normierung der Herzgewichte auf die Körpergewichte 
diesen signifikanten Unterschied nicht bestätigen konnte (Abbildung 4.1E). 
Die globale Deletion des BK-Kanals hat offensichtlich einen erheblichen Einfluss auf die untersuchten 
Parameter. Die Betrachtung der weiblichen und männlichen Tiere getrennt änderte nichts an diesen 








Abbildung 4.1 Herz-, Größen- und Gewichtsparameter von BK-WT und BK-KO Tieren sowie 
ventrikuläre Expression des mitoBKs 
Bestimmung (A) des Herzgewichts (HG), (B) der Tibialänge (TL) und (C) des absoluten Körpergewichts (KG) 
von BK-WT und BK-KO Mäusen. (D) Herzgewicht-Tibialängen (HG/TL)-Verhältnis und (E) die Normierung 





je n=21. (F) Immunreaktive Banden, die dem vorhergesagten Molekulargewicht des BK-Kanals (ca. 130 kDa) 
entsprechen, wurden nur in mitochondrialen Proteinlysaten die aus BK-WT Ventrikelgewebe (ventrikuläre 
Mitochondrien; VM) gewonnen wurden nachgewiesen (schwarze Pfeile), während mitochondriale Lysate aus 
BK-defizienten Ventrikeln BK-negativ blieben. Durch die Identifizierung des mitochondrialen Hitzeschock-
proteins 60 (HSP60) wurde eine gleichmäßige Beladung der Proben bestätigt. Dieser Western-Blot wurde bereits 
in Soltysinska et al. 2014
271
 veröffentlicht. Ein Protein-Marker wurde verwendet um die Größen der jeweiligen 
Proteine zu schätzen (nicht gezeigt). Balken repräsentieren Mittelwerte ± SEM; ***p<0,001.  
 
Zur Untersuchung der mitochondrialen BK-Kanal Expression wurden Mitochondrien wie in Abschnitt 
3.5.1 beschrieben aus BK-WT und BK-KO Ventrikeln isoliert und mittels Western-Blot-Analyse 
(siehe Abschnitt 3.7.5) untersucht. Der BK-Kanal wurde mit einem gut etablierten BK-spezifischen 
Antikörper (siehe 2.3.8), der gegen eine spezifische C-Terminale Sequenz der -Untereinheit des 
plasmatransmembranären BK-Kanals gerichtet ist, detektiert. In den BK-WT VM-Proben konnten 
zwei Banden bei ca. 130 kDa (Abbildung 4.1F, schwarze Pfeile) detektiert werden, während die VM-
Proteinlysate der BK-defizienten Tiere BK-negativ waren. Das Molekulargewicht der immunreaktiven 
Banden weist darauf hin, dass der mitoBK nahezu dieselbe molekulare Größe wie 
plasmatransmembranäre BK-Kanäle von anderen Zellen aufweist. Die mitochondriale Lokalisation 
des BK-Kanals wird gestützt durch die ergänzend durchgeführten Western-Blot-Analysen zur Reinheit 
der isolierten Mitochondrien (Anhang Abbildung 7.1). Der membranständige 1-Adrenorezeptor  
(1-AR) und -Tubulin, ein Hauptbestandteil der Mikrotubuli, dienten hierbei als Markerproteine für 
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die membranäre bzw. cytosolische Proteinfraktion und sollten Verunreinigung der Mitochondrien-
lysate ausschließen. Im Gesamtproteinlysat der Herzen (HL) konnten erwartungsgemäß Banden des 
1-AR und -Tubulins detektiert werden. In den mitochondrialen Proteinlysaten waren diese 
Markerproteine dagegen nicht zu detektieren (Anhang Abbildung 7.1A). Der Nachweis der 
mitochondrialen Proteine Komplex I und Cytochrom-C-Oxidase (COX IV) erfolgte in allen Proben; 
mit einer deutlich erkennbaren Anreicherung in den mitochondrialen Fraktionen (Anhang Abbildung 
7.1A). Im aufgereinigten Cytosol der Kardiomyozyten (siehe Abschnitt 3.5.3) konnte die cytosolische 
Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) aber nicht der mitochondriale Komplex I 
detektiert werden (Anhang Abbildung 7.1B). Die Ergebnisse dieser Western-Blot-Analysen 
implizieren, dass die isolierten Mitochondrien frei von membranären sowie cytosolischen 
Verunreinigungen sind und die Isolationsmethode der Mitochondrien geeignet ist, um Rückschlüsse 
bezüglich der mitochondrialen Lokalisation des BK-Kanals zu ziehen.  
 
4.1.2 Einfluss der Kardiomyozyten-spezifischen BK-Deletion auf die Herzgröße und 
Expression des mitoBKs  
Neben globalen BK-defizienten Mäusen wurden auch Mäuse mit einer Kardiomyozyten-spezifischen 
Deletion des BK-Kanals (CMBK-KO) und deren Wurfgeschwisterkontrolltiere (CMBK-CTR) 
analysiert (siehe Abschnitt 3.1.2). Von diesen Tieren wurden ebenfalls die Körper- und Herzgewichte 
sowie die Tibialängen bestimmt und Expressionsuntersuchungen des BK-Kanals in Mitochondrien aus 
Kardiomyozyten (CMM) vorgenommen. Makroskopisch zeigten die CMBK-defizienten Tiere 
zunächst keinen auffälligen Phänotyp. Interessanterweise lag die Überlebenszeit der Myh6-Cre 
transgenen Mäuse, unabhängig von der BK-Kanaldeletion, bei ca. einem Jahr, während bei den 
globalen BK-defizienten Mäusen keine verkürzte Lebenszeit zu beobachten war (Daten nicht gezeigt). 
Dies spricht für eine toxische Wirkung der kardialen Myh6-Cre-Expression im Herzen. Es 
beeinträchtigt die Versuche jedoch nicht, da Mäuse im Alter von 8 – 12 Wochen analysiert wurden. Im 
Alter von ca. 12 Wochen zeigte die Analyse der Herzgewichte Unterschiede auf (Abbildung 4.2A). 
Das Herzgewicht der CMBK-KO Tiere war mit 127,5 ± 3,9 mg im Vergleich zu den CMBK-CTR 
Tieren (116,7 ± 2,8 mg) hochsignifikant erhöht. Die Tibialänge und das Körpergewicht der Genotypen 
war jedoch nahezu identisch (Abbildung 4.2B und C). Die entsprechenden Mittelwerte sind im 
Anhang (Tabelle 7.1) zu finden. Die Normierung auf die Tibialängen (HG/TL) bestätigte den 
hochsignifikanten Unterschied (Abbildung 4.2D), wohingegen die Normierung auf die 
Körpergewichte (HG/KG) diesen Unterschied zwischen den Genotypen nicht bestätigen konnte 
(Abbildung 4.2E; CMBK-CTR: 5,07 ± 0,06 mg/g; CMBK-KO: 5,25 ± 0,09 mg/g). Die Betrachtung 
der weiblichen und männlichen Tiere getrennt, ergab nur für das HG/TL-Verhältnis der männlichen 
Tiere einen signifikanten Unterschied (CMBK-CTR: 6,95 ± 0,14 mg/mm; CMBK-KO: 7,67 ± 0,21 







Abbildung 4.2 Herz-, Größen- und Gewichtsparameter von CMBK-CTR und CMBK-KO Mäusen sowie 
Expression des mitoBKs in kardiomyozytären Mitochondrien 
Bestimmung (A) des Herzgewichts (HG), (B) der Tibialänge (TL) und (C) des absoluten Körpergewichts (KG) 
von CMBK-CTR und CMBK-KO Mäusen. (D) Herzgewicht-Tibialängen (HG/TL)-Verhältnis und (E) die 







(F) und (G) zeigen immunreaktive Banden der α-Untereinheit des BK-
Kanals, die nur in mitochondrialen Proteinfraktionen (Mitochondrien aus Kardiomyozyten; CMM) aus CMBK-
CTR (schwarze Pfeile) nachgewiesen wurden, während mitochondriale Lysate aus CMBK-KO BK-negativ 
blieben. Die verwendeten Antikörper waren (F) aus Eigenherstellung und (G) von NeuroMab (clone L6/60). 
Durch die Identifizierung des mitochondrialen Hitzeschockproteins 60 (HSP60) wurde eine gleichmäßige 
Beladung der Proben bestätigt. Ein Protein-Marker wurde verwendet um die Größen der jeweiligen Proteine zu 
schätzen (nicht gezeigt). Balken repräsentieren Mittelwerte ± SEM; **p<0,01; *p<0,05.
 
 
Zur Untersuchung der mitochondrialen BK-Kanal Expression in CMBK-CTR Mäusen wurden 
Mitochondrien aus Kardiomyozyten (CMM) wie in Abschnitt 3.5.2 beschrieben isoliert und mittels 
Western-Blot-Analyse (siehe Abschnitt 3.7.5) untersucht. Der BK-Kanal wurde mit zwei 
unterschiedlichen BK-spezifischen Antikörpern (siehe2.3.8) die jeweils gegen eine spezifische C-
Terminale Sequenz der -Untereinheit des plasmamembranären BK-Kanals gerichtet sind detektiert. 
Mit beiden Antikörpern konnte eine immunreaktive Bande (Abbildung 4.2F und G, schwarze Pfeile) 
in den CMM-Proben von CMBK-CTR Herzen detektiert werden, während die entsprechenden 
CMBK-KO Proben BK-negativ waren. Die detektierte Proteinbande der CMBK-CTR Lysate war 
jeweils auf Höhe von ca. 150 kDa sichtbar. Auf Grund der vorherigen Reinheitsbestimmungen der 
isolierten Mitochondrien mittels Western-Blot-Analyse (Anhang Abbildung 7.1) kann auch hier auf 
eine mitochondriale Lokalisation des BK-Kanals geschlossen werden.  
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4.2 Spezifität der Myh6-Cre-Rekombinase 
Zur Generierung der Kardiomyozyten-spezifischen BK-Mutanten wurden transgene Tiere mit der 
gewebespezifischen Myh6-Cre-Rekombinase mit BK
L2/L2 
Mäusen verpaart, bei denen das Exon 7 des 
BK-Gens von zwei loxP-Sequenzen flankiert ist (siehe Abschnitt 3.1.2). Diese loxP-Stellen dienen 
wiederum als Erkennungs- und Schnittstellen für die Cre-Rekombinase. Die durch entsprechende 
Verpaarung erhaltenen Tiere wurden hinsichtlich der Gewebespezifität der verwendeten Cre-
Rekombinase untersucht. Die eingesetzte Myh6-Cre stellt dabei eine weitverbreitete etablierte 
Rekombinase zur gezielten Ausschaltung von Genen bzw. Genabschnitten in Kardiomyozyten dar
330
. 
Nach erfolgter DNA-Isolation aus Kardiomyozyten, Ventrikel und Atrium sowie Kontrollgeweben 
(Aorta und Leber) von Myh6-Cre transgenen (Myh6-Cre
Tg/+
; Tg) und nichttransgenen (Myh6-
Cre
+/+
; +) BK-CTR (Genotyp: BK
L2/+
) Mäusen und Amplifizierung mittels PCR (siehe Abschnitt 3.3.1 
und 3.3.3) wurden die Amplifikate anschließend mit der Agarose-Gelelektrophorese detektiert (siehe 
Abschnitt 3.2.3). Durch herzspezifische Cre-Rekombinase Aktivität resultierte die Deletion des 
gefloxten BK-L2-Allels ausschließlich in den Kardiomyozyten (Abbildung 4.3). Sowohl in den 
Kardiomyozyten (CM) als auch im Ventrikel und Atrium war eine deutliche L1-Bande zu erkennen, 
was die erfolgreiche Generierung des BK-Knockoutallels in den Myh6-Cre-transgenen Tieren zeigt. 
Durch die Analyse der Kontrollgewebe Aorta und Leber ließ sich die hohe Gewebespezifität 
sicherstellen. Entsprechend konnte hier neben dem BK-Wildtypallel (+) nur das unveränderte gefloxte 




Abbildung 4.3 PCR-Analyse der Myh6-Cre-induzierten Deletion des BK-Kanals 
Die erfolgreiche Generierung des Knockouts wurde in isolierten adulten Kardiomyozyten (CM), Ventrikel und 
Atrium durch die Amplifikate der BK-WT- (+) und BK-KO- (L1) Allele verdeutlicht. Im Gegensatz dazu war in 




-Tiere keine Rekombination erkennbar. Tg: 
transgen; +: nicht trangen; L2: gefloxtes BK-Allel +: BK-WT Allel; L1: BK-KO Allel; BK (L2): 577 bp, BK 




4.3 Analyse der cGKI-Lokalisation in kardialen Mitochondrien 
Es wurde bereits gezeigt, dass die cGKI eine wichtige Rolle in der kardioprotektiven cGMP-
abhängigen Signaltransduktion spielt und dass der BK-Kanal in anderen Zelltypen (z.B. 
Glattmuskelzellen und Nierenzellen) direkt durch die cGKI phosphoryliert werden kann
192,196,296
. Drei 
Serinreste am C-Terminus der -Untereinheit des BK-Kanals wurden als Phosphorylierungsstellen 
in vitro identifiziert
297
 (siehe auch Abschnitt 1.6.4 und 1.7.3). Der genaue Mechanismus, wie das 
Signal der cytosolischen cGKI über die OMM zum mitoBK in der IMM transferiert wird, ist noch 
unklar. Es könnte zum einen, wie beim plasmamembranären BK-Kanal, eine direkte Phosphorylierung 
des mitoBKs durch die cGKI erfolgen. Dabei müsste die bereit aktivierte cGKI an die IMM gelangen 
oder dort durch cGMP aktiviert werden. Alternativ könnte die cytosolische cGKI ein bislang 
unbekanntes, zwischengeschaltetes Protein phosphorylieren, wodurch ein kardioprotektives cGMP-
Signal an den mitoBK weitergeleitet wird. Dass es einen Zusammenhang zwischen der cGMP/cGKI-
abhängigen Signaltransduktion und der Funktion von K
+
-Kanälen gibt konnte bereits für den 
mitoKATP-Kanal gezeigt werden
218
. Um zu überprüfen, ob die cGKI mit den Mitochondrien assoziiert 
ist oder sich sogar im mitochondrialen IM oder der Matrix befindet, wurde im Folgenden die 
Lokalisation der cGKI im Herzen und insbesondere in kardialen Mitochondrien mittels Western-Blot-
Analyse untersucht.  
Zunächst wurde die Expression der cGKI in Mitochondrienlysaten (CMM und VM; Isolation siehe 
Abschnitt 3.7.1) und gesamten Herzproteinlysaten (HL) von BK-WT (BK
+/+
) und BK-KO (BK
L1/L1
) 
Tieren untersucht. Mit zwei unterschiedlichen spezifischen cGKI-Antikörpern (Abbildung 4.4A: 
cGKI-Antikörper von Cell Signaling Technology (CST); Abbildung 4.4B: cGKI-Antikörper von Prof. 
Hofmann, München (cGKIα/β); siehe auch 2.3.8) wurde mittels Western-Blot-Analyse die cGKI 
detektiert. Die verwendeten Antikörper waren gegen beide Isoformen der Kinase (cGKIα und cGKIβ) 
gerichtet. Dabei war in beiden Genotypen sowohl in den CMM-Proben als auch in den HL-Proben mit 
beiden cGKI-Antikörpern eine deutliche Proteinbande bei ca. 75 kDa, was dem Molekulargewicht der 
cGKI entspricht, sichtbar. Auch in den VM-Proben konnte eine schwache Proteinbande detektiert 
werden (Abbildung 4.4A und B). Dass die Proteinbanden in den mitochondrialen Lysaten nicht durch 
membranäre oder cytosolische Verunreinigungen zustande kamen wurde durch Detektion des 
cytosolischen -Tubulins auf derselben Membran deutlich. Außerdem haben die vorrausgegangenen 
Experimente bereits die Reinheit der isolierten Mitochondrien bestätigen (siehe Anhang Abbildung 
7.1). Zusätzlich wurde HSP60 als Ladungskontrolle detektiert. Erwartungsgemäß war eine deutliche 
Anreicherung des mitochondrialen HSP60-Proteins in den CMM- und VM-Proben im Vergleich zu 
den HL-Proben zu beobachten (Abbildung 4.4A und B). Dieses Experiment wurde insgesamt dreimal 
durchgeführt. Für jedes Experiment wurden neue CMM- sowie VM- und HL-Proben aus BK-WT 
bzw. BK-KO Tieren isoliert und anschließend Western-Blot-Analysen mit beiden spezifischen cGKI-
Antikörpern durchgeführt. Die in Abbildung 4.4A und B dargestellten Befunde wurden auch in den 
weiteren Experimenten bestätigt. Die weiteren Western-Blot-Analysen sind im Anhang (Abbildung 
7.2A – D) abgebildet. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen erlauben somit die Feststellung, dass die 







Abbildung 4.4 Lokalisation der cGKI in kardialen Mitochondrien 
(A) und (B) Repräsentative immunreaktive Banden (n=3, siehe auch Anhang Abbildung 7.2), die dem 
vorhergesagten Molekulargewicht (ca. 75 kDa) der cGKI entsprechen, konnten sowohl in mitochondrialen 
Proteinfraktionen aus Kardiomyozyten (CMM) und Ventrikel (VM) als auch im Herzlysat (HL) nachgewiesen 
werden. Dabei wurden spezifische cGKI-Antikörper (A) von Cell Signaling Technology (CST) und (B) von 
Prof. Hofmann, München (cGKIα/β) verwendet. Durch Identifizierung von cytosolischen und mitochondrialen 
Proteinen (α-Tubulin und HSP60), wurde die Reinheit der isolierten Mitochondrien und eine gleichmäßige 
Beladung der Proben bestätigt. (C) Proteinase K (Prot. K) Protection Assay von BK-WT CMM. Das Ausmaß des 
Verdaus wurde durch Blotten wichtiger intra-mitochondrialer Markerproteine (TOM20, CytC und HSP60) 
bestimmt und deutet auf eine Lokalisation der cGKI an der äußeren Mitochondrienmembran (OMM) hin. 
HSP60: Hitzeschockprotein 60; CytC: Cytochrom C; IM: Intermembranraum; IMM: innere Mitochondrien-
membran. Ein Protein-Marker wurde verwendet, um die Größen der jeweiligen Proteine zu schätzen (nicht 
gezeigt).  
 
Um die Frage zu klären, ob sich die cGKI an der OMM, im mitochondrialen IM oder der Matrix 
befindet, wurde die mitochondriale Lokalisation der cGKI mit Hilfe des Proteinase K (Prot. K) 
Protection Assays untersucht (Durchführung siehe Abschnitt 3.7.3). Da eine deutliche 
Aufkonzentrierung der cGKI in den CMM- im Vergleich zu den VM-Proben zu beobachten war 
(Abbildung 4.4A und B), wurde die biochemische Analyse der Lokalisation der cGKI nur in BK-WT 
CMM untersucht. Zur Kontrolle des Prot. K Protection Assays wurden intra-mitochondriale 
Markerproteine nachgewiesen, anhand derer das Ausmaß des Verdaus bestimmt werden konnte. 
Identifiziert wurden TOM20, eine Komponente des mitochondrialen Importsystems, lokalisiert an der 
OMM, Cytochrom C (CytC) als mitochondriales Protein im IM und HSP60 als Matrixprotein. In 
Abbildung 4.4C sind repräsentative Proteinbanden des Prot. K Protection Assays dargestellt. In den 
Kontroll-CMM-Lysaten, die nicht mit Prot. K inkubiert wurden, ließen sich deutliche Banden der 
cGKI auf Höhe von ca. 75 kDa detektieren sowie alle intra-mitochondrialen Markerproteine. Nach der 
Prot. K Inkubation intakter Mitochondrien waren hingegen nur sehr schwache Banden der cGKI sowie 
von TOM20 erkennbar. CytC und HSP60 als IM- und Matrixproteine waren hingegen auch in den 
Prot. K behandelten CMM-Proben eindeutig detektierbar. Diese Befunde deuten auf eine Lokalisation 
der cGKI an der äußeren Mitochondrienmembran hin. Die schwachen Banden der cGKI und von 
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TOM20 lassen auf einen unvollständigen Prot. K Verdau schließen. Die Western-Blot-Analyse wurde 
mit beiden spezifischen cGKI-Antikörpern durchgeführt. Dabei wurden mit dem cGKI-Antikörper von 
Prof. Hofmann der hier dargestellte Western-Blot, mit dem cGKI-Antikörper von Cell Signaling 
Technology (CST), bestätigt (siehe Anhang Abbildung 7.2E).  
 
4.4 Einfluss des BK-Kanals auf die mitochondriale Respiration 
Neueste Studien implizieren eine Assoziation zwischen mitoBK-Kanälen und der ETC der 
Mitochondrien. Es wurde in vitro an permeabilisierten ventrikulären Muskelfasern gezeigt, dass eine 
BK-Deletion die OXPHOS abschwächt
271
. Darüber hinaus postulieren neue Studien eine direkte 
Interaktion zwischen der β1-Untereinheit des mitoBKs und der Cytochrom-C-Oxidase 
(Komplex IV)
278
 und eine umfassende Proteomanalyse deckte weitere mitochondriale BK-
Kanalpartner auf
277
. Darunter wurden neben TOM22, einer Komponente des mitochondrialen 
Importsystems der OMM sowie der Adenosinnukleotid-Translokase, weitere Proteine des 
Tricarbonsäurezyklus und der oxidativen Phosphorylierung als Interaktionspartner identifiziert. Daher 
wurde im Folgenden die Assoziation zwischen mitoBK und der Elektronentransportkette mittels 
respiratorischen Sauerstoffmessungen in isolierten kardialen Mitochondrien aus BK- und CMBK-
Mutanten untersucht. Es wurde analysiert, ob die Ablation des BK-Kanals einen Einfluss auf die 
Mitochondrienfunktion hat. Zur Isolation der Mitochondrien wurden Mäuse beider Geschlechter im 
Alter von 8 bis 10 Wochen herangezogen. Die Durchführung und Auswertung der respiratorischen 
Messungen mittels polaropraphischer Clark-Sauerstoffelektrode sind in Abschnitt 3.6 beschrieben.  
 
4.4.1 Expressionsanalysen von Komplexen und Elektronencarriern der 
Elektronentransportkette 
Es wurde bereits postuliert, dass in den BK-KO Tieren eine dysregulierte mitochondriale Funktion bei 
Normoxie (und Reoxygenierung), angezeigt durch eine reduzierte OXPHOS, in Zusammenhang mit 
einem Verlust der COX-Aktivität steht
271
. Um auszuschließen, dass eventuelle Unterschiede in der 
Respiration zwischen den Genotypen durch unterschiedliche Expressionslevel der ETC-Komplexe 
zustande kommen, wurde zunächst die Expression der an der ETC beteiligten Proteine untersucht. 
 
4.4.1.1 Expressionslevel von Komplex I 
Komplex I (NADH-Dehydrogenase) der Atmungskette ist ein sehr großer Enzymkomplex und der 
Erste in der Elektronentransportkette der Mitochondrien. Er überträgt mittels Reduktionsäquivalenten 
NADH, die vor allem aus dem TCA stammen, Elektronen auf Coenzym Q. Dabei werden netto die 
ersten vier Protonen in den Intermembranraum zur Erzeugung des Membranpotentials transportiert 
(siehe auch Abschnitt 1.2 und Abbildung 1.1). Der Komplex I ist in der IMM lokalisiert und kann in 
drei verschiedene Subkomplexe unterteilt werden: Eine Flavoprotein-Fraktion, eine Eisen-Schwefel-
Protein-Fraktion und eine hydrophobe Fraktion
356
. Zur Detektion und Expressionsanalyse des 
Komplex I wurde ein spezifischer Antikörper (siehe 2.3.8) verwendet, der gegen die größte 
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Untereinheit von Komplex I (NDUFS1) gerichtet und Bestandteil des Eisen-Schwefel-Fragments des 
Enzyms ist. In Abbildung 4.5 sind repräsentative Proteinbanden von Komplex I und des 
mitochondrialen HSP60 als Ladungskontrolle sowie die Quantifizierung als relative Proteinexpression 




Abbildung 4.5 Expressionslevel von Komplex I in BK-WT bzw. CMBK-CTR sowie BK- und CMBK-
defizienten Tieren 
Repräsentative Western-Blot-Analyse der Expression von Komplex I in (A) VM von BK-WT und BK-KO, (B) 
CMM von BK-WT und BK-KO, (D) VM von CMBK-CTR und CMBK-KO und (E) CMM von CMBK-CTR 
und CMBK-KO. (C) und (F) Es zeigten sich keine genotypspezifischen Unterschiede im Expressionslevel des 











mit je n=3 unabhängige 
Experimente. 
Es wurden sowohl aus den globalen BK-defizienten Tieren (Abbildung 4.5A – B) als auch aus den 
Kardiomyozyten-spezifischen Tieren (Abbildung 4.5D – E) und deren Wurfgeschwisterkontrollen 
(BK-WT bzw. CMBK-CTR) VM und CMM isoliert und untersucht. Genotypspezifische Unterschiede 
im Expressionslevel von Komplex I (Abbildung 4.5C und F) waren nicht erkennbar. Die Mittelwerte 
der Quantifizierung sind im Anhang (Tabelle 7.2) zu finden. 
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4.4.1.2 Expressionslevel von Cytochrom-C-Oxidase und Cytochrom C 
Die Cytochrom-C-Oxidase (COX) ist der terminale Komplex (Komplex IV) der Atmungskette und 
katalysiert den letzten Schritt der mitochondrialen ETC. Sie überträgt Elektronen von Cytochrom C 
(CytC) auf molekularen Sauerstoff (siehe Abbildung 1.1), wodurch dieser zu Wasser reduziert wird. 
Sie gilt als eine der wichtigsten Regulierungsstellen für die oxidative Phosphorylierung
357,358
. Der 
Proteinkomplex hat 13 verschiedene Untereinheiten. Die drei größten Untereinheiten COX I, II und 
III, die vom mitochondrialen Genom kodiert werden, bilden den funktionellen Kern des 
Enzymkomplexes. Die restlichen Untereinheiten werden durch nukleare Gene codiert
358
. Cytochrom C 
(CytC) fungiert als Elektronenüberträger zwischen Komplex III und Komplex IV der ETC und ist im 
Intermembranraum lokalisiert (siehe auch Abbildung 1.1). An Komplex IV wird CytC oxidiert und 
dabei ein Elektron auf den Komplex IV übertagen. Es wird außerdem während der Apoptose 
freigesetzt und ist ein wichtiger Trigger der Caspase-Kaskade-Aktivierung (siehe Abschnitt 1.4). Zur 
Untersuchung der Expression von COX und CytC wurden Mitochondrien aus Ventrikel (VM) (siehe 
Abschnitt 3.5.1) der globalen BK-defizienten Tiere und ihren Wurfgeschwisterkontrolltieren (BK-
WT) isoliert und mittels Western-Blot-Analyse untersucht. Die Detektion der COX und des CytC 
erfolgte mit spezifischen Antikörpern die gegen die COX IV-Untereinheit bzw. das Cytochrom C 
gerichtet sind. In Abbildung 4.6 sind repräsentative Proteinbanden von COX IV sowie Cytochrom C 




Abbildung 4.6 Expressionslevel von Cytochrom-C-Oxidase und Cytochrom C  
Repräsentative Western-Blots der Expression von (A) Cytochrom-C-Oxidase (COX IV) und (C) Cytochrom C in 
VM von BK-WT und BK-KO Tieren. Es zeigten sich keine genotypspezifischen Unterschiede in den 
Expressionslevel für (B) COX IV und (D) Cytochrom C. Die relative Expression wurde auf HSP60 bezogen. 








Bei der Analyse von COX IV (Abbildung 4.6A und B) zeigten sich keine Unterschiede zwischen den 
Genotypen. Bezüglich der Cytochrom C-Expressionslevel (Abbildung 4.6C und D) konnte in den BK-
KO Proben eine leichte Tendenz zu einer höheren Expression beobachtet werden, woraus sich jedoch 
kein statistisch signifikanter Unterschied ergab. Die Mittelwerte der Quantifizierung sind im Anhang 
(Tabelle 7.2) zu finden. 
 
4.4.2 Basale Respiration von Mitochondrien aus Ventrikel 
Zunächst wurde der Einfluss einer globalen BK-Deletion auf die basale Respiration von 
Mitochondrien aus Ventrikel untersucht. Hierzu wurden die isolierten VM mittels Clark-Typ 
polaropgraphischem Sensor (siehe Abschnitt 3.6) vermessen. Es wurde sowohl Komplex I mit der 
gleichzeitigen Gabe der Substrate Glutamat und Malat (Glutamat/Malat) als auch in einem separaten 
Setup Komplex II mit dem Substrat Succinat stimuliert. Die Mitochondrien wurden schließlich durch 
Zugabe von ADP zu maximaler ADP-stimulierter Atmung angeregt (Durchführung und Auswertung 
siehe Abschnitt 3.6.2 und 3.6.3). Der Sauerstoffverbrauch ist in Abbildung 4.7A als Mittelwert aller 
Messungen dargestellt. Durch die Stimulation von Komplex I bzw. Komplex II war ein deutlicher 
Anstieg der Atmungsaktivität zu verzeichnen. Die Glutamat/Malat-stimulierte Atmung verläuft per se 
langsamer als die Succinat-stimulierte Atmung, da Glutamat und Malat zuerst in der mitochondrialen 
Matrix durch den Tricarbonsäurezyklus metabolisiert werden müssen. Erst dann können die 
Elektronen mittels NADH auf Komplex I übertragen werden. Succinat hingegen kann direkt an 
Komplex II der ETC zu Fumarat oxidiert werden und Elektronen auf Coenzym Q übertragen. 
Zwischen den Genotypen war kein Unterschied zwischen der mit Glutamat/Malat- bzw. Succinat-
stimulierten Atmung zu erkennen (Abbildung 4.7B State-2). Durch die Zugabe an ADP wurde die 
Atmung erwartungsgemäß stark stimuliert, was an einem deutlichen Abfall der Sauerstoff-
konzentration erkennbar war. Die Auswertung der ADP-stimulierten Atmung (Abbildung 4.7B State-3 
und State-4) ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Genotypen. Betrachtet man 
den respiratorischen Kontrollindex (RCR, Abbildung 4.7C), welcher sich aus dem Quotient der  
State-3 und State-4 Atmung berechnet, zeigte sich zwischen den Genotypen ein signifikanter 
Unterschied. Der RCR war in BK-WT VM sowohl mit Glutamat/Malat als Komplex I-Substrate mit 
2,11 ± 0,24 als auch mit Succinat als Komplex II-Substrat mit 2,14 ± 0,13 signifikant höher als in BK-
KO VM (Glutamat/Malat: 1,37 ± 0,05; Succinat: 1,62 ± 0,06). Dabei fiel auf, dass die ADP-stimulierte 
State-3 Atmung in den BK-KO VM im Vergleich zu den BK-WT VM jeweils etwas erniedrigt die 
State-4 Atmung jedoch etwas erhöht war (Abbildung 4.7B). Dadurch lassen sich die niedrigeren RCR-
Werte der BK-KO VM erklären. Die Mittelwerte der mitochondrialen Atmung und des RCR sind im 







Abbildung 4.7 Einfluss des BK-Kanals auf die Respiration ventrikulärer Mitochondrien 
(A) Sauerstoffverbrauch der sowohl mit Glutamat/Malat (G/M)- als auch mit Succinat (S)-stimulierten Atmung 
von BK-WT und BK-KO VM. BK-WT (BK
+/+
) n=13 für G/M und n=14 für S; BK-KO (BK
L1/L1
) n=13 für G/M 
und n=11 für S. (B) Für die mitochondriale Atmung zeigte sich kein Unterschied zwischen den Genotypen. Eine 
Tendenz des BK-WTs zu erhöhter State-3 und erniedrigter State-4 Atmung war jedoch erkennbar. (C) Der 
respiratorische Kontrollindex ergab signifikante Unterschiede in der mit Glutamat/Malat- bzw. Succinat-
stimulierten Atmung zwischen BK-WT und BK-KO VM. BK-WT (BK
+/+
) n=13 für G/M und n=15 für S; BK-
KO (BK
L1/L1
) n=13 für G/M und n=12 für S. Rauten und Balken repräsentieren Mittelwerte ± SEM; **p<0,01. 
 
4.4.3 Basale Respiration von Mitochondrien aus Kardiomyozyten  
Da postuliert wird, dass der mitoBK in den Kardiomyozyten an der Entkopplung der ETC und der 
kardioprotektiven Wirkung beteiligt sein könnte (siehe Abschnitt 1.7.4 und 1.7.5), wurde als nächstes 
der Einfluss einer globalen BK-Deletion auf die basale Respiration von Mitochondrien aus 
Kardiomyozyten (CMM) untersucht. Im ersten Versuchsansatz (Abschnitt 4.4.2) wurden 
Mitochondrien aus Ventrikel vermessen die nicht nur Mitochondrien aus Kardiomyozyten enthalten, 
sondern unteranderem auch aus Fibroblasten, Endothelzellen und Glattmuskelzellen. Die isolierten 
CMM wurden ebenfalls mittels Clark-Typ polaropgraphischem Sensor (siehe Abschnitt 3.6) 
vermessen und sowohl Komplex I als auch in einem separaten Setup Komplex II stimuliert 
(Durchführung und Auswertung siehe Abschnitt 3.6.2 und 3.6.3). Der Sauerstoffverbrauch ist in 
Abbildung 4.8A als Mittelwert aller Messungen dargestellt. Die Auswertung der mitochondrialen 
Atmung sowie der berechnete RCR sind in Abbildung 4.8B und C dargestellt. Dabei zeigten sich 
weder zwischen den einzelnen Genotypen noch zwischen den verschiedenen Subtraten innerhalb eines 
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Genotyps signifikante Unterschied. Die Isolation der Kardiomyozyten, aus denen die Mitochondrien 
für die bisherigen Untersuchungen (Abbildung 4.8A – C) isoliert wurden, erfolgte mittels 
Collagenase II (siehe auch Abschnitt 3.3.2). Da nach primärer Charakterisierung der basalen 
Atmungsmessungen der BK-defizienten Tiere und ihren Wurfgeschwisterkontrollen jedoch zu einem 
späteren Zeitpunkt der Arbeit weitere respiratorische Messungen (von CMM der CMBK-Mutanten) 
nötig waren und zu diesem Zeitpunkt die Liberase DH als Isolationsenzym der Kardiomyozyten 
genutzt wurde, wurden die basalen respiratorischen CMM-Messungen von BK-WT und BK-KO 
wiederholt. Dieses Vorgehen war nötig um auszuschließen, dass die unterschiedliche enzymatische 
Isolation einen Einfluss auf die Respiration der Mitochondrien hat. Zudem änderten sich weitere 
Faktoren während der Versuchsreihen: Es standen eine neue Bradford-Lösung zur Vermessung der 
Proteinmenge sowie ein neues Photometer zur Verfügung. Im Zuge dessen musste auch die 
eingesetzte Proteinmenge der Mitochondrien angepasst (erhöht) werden. Die Ergebnisse dieser 
respiratorischen CMM-Messungen sind in Abbildung 4.8D – F dargestellt. Die Daten bestätigen die 
bisherigen Messungen der CMM. Auch hier gab es keine genotypspezifischen Unterschiede in der 
mitochondrialen Respiration. Weder die Auswertung der mitochondrialen Atmung (Abbildung 4.8D 
und E) noch der RCR (Abbildung 4.8F) zeigten Unterschiede auf. Die geänderten Faktoren haben 
demnach keinen Einfluss auf die mitochondriale Respiration. Lediglich die relativen Werte fallen auf 
Grund der höheren Mitochondrienproteinmenge kleiner aus. Die jeweiligen Mittelwerte der 
mitochondrialen Atmung und des RCR sind im Anhang (Tabelle 7.4) zu finden. Nach diesen basalen 
respiratorischen Messungen zu beurteilen scheint der kardiomyozytäre mitoBK keinen Einfluss auf die 
ETC zu haben. Der zunächst beobachtete Effekt auf die ETC in den basalen Respirationssmessungen 








Abbildung 4.8 Einfluss des BK-Kanals auf die Respiration von Mitochondrien aus Kardiomyozyten 
(A) Sauerstoffverbrauch der sowohl mit Glutamat/Malat (G/M)- als auch mit Succinat (S)-stimulierten Atmung 
von BK-WT und BK-KO CMM. Die Kardiomyozyten wurden mit Collagenase II isoliert. BK-WT (BK
+/+
) n=10 
für G/M und für S; BK-KO (BK
L1/L1
) n=10 für G/M und n=6 für S. (B) Es zeigten sich keine 
genotypspezifischen Unterschiede in der mitochondrialen Atmung. (C) Der respiratorische Kontrollindex (RCR) 
ergab ebenfalls keinen Unterschied zwischen den Genotypen. BK-WT (BK
+/+
) n=12 für G/M und n=10 für S; 
BK-KO (BK
L1/L1
) n=11 für G/M und n=9 für S. (D) Der Sauerstoffverbrauch von CMM bei einer Isolation der 
Kardiomyozyten mit Liberase DH. BK-WT (BK
+/+
) n=10, BK-KO (BK
L1/L1
) n=9. (E) Die mitochondriale 





) n=9. Rauten und Balken repräsentieren Mittelwerte ± SEM. 
 
Die basalen respiratorischen Messungen wurden auch mit CMM der gewebespezifischen CMBK-
Mutanten durchgeführt um den Einfluss einer Kardiomyozyten-spezifischen Deletion des BK-Kanals 
auf die Respiration von isolierten Mitochondrien zu untersuchen. Diese Messungen sind im Anhang in 
Abbildung 7.3 dargestellt, wobei nur Succinat als Substrat verwendet wurde. Da die Messungen zu 
einem späteren Zeitpunkt der Arbeit durchgeführt wurden erfolgte die Isolation der Kardiomyozyten 
mit Liberase DH. Überraschenderweise war der Sauerstoffverbrauch der kardiomyozytären CMBK-
KO und CMBK-CTR Mitochondrien signifikant unterschiedlich (Abbildung 7.3B). Die ADP-
stimulierte Atmung der CMBK-KO CMM (State-3: 32,24 ± 0,60 nmol O2/min/mg Protein; State-4: 
8,83 ± 0,46 nmol O2/min/mg Protein) war signifikant höher als die der CMBK-CTR (State-3: 24,41 ± 
1,75 nmol O2/min/mg Protein; State-4: 7,37 ± 0,71 nmol O2/min/mg Protein). Im RCR waren diese 




4.5 Einfluss einer pharmakologischen Modulation des BK-Kanals auf die 
mitochondriale Respiration  
Die bisherigen respiratorischen Messungen erfolgten ohne jegliche pharmakologische Stimulation des 
mitoBKs bzw. des cGMP/cGKI-Signalweges. Die basalen respiratorischen CMM-Messungen konnten 
kein Unterschied zwischen kardiomyozytären BK-WT und BK-KO Mitochondrien aufzeigen (siehe 
Abschnitt 4.4.3). Im Gegensatz hierzu konnte in vitro in Mitochondrien aus Meerschweinchenherzen 
gezeigt werden, dass eine mitoBK-Öffnung mittels NS1619 die Energieproduktion der Mitochondrien 
beeinflusst
294,295
. Im folgenden Abschnitt wurde daher der Einfluss einer pharmakologischen 
Modulation mittels 8-Br-cGMP und NS11021 auf die Respiration der Mitochondrien untersucht. 
Hierfür wurden Mitochondrien aus Kardiomyozyten von BK-defizienten Tiere und ihren 
Wurfgeschwisterkontrollen (BK-WT) isoliert.  
 
4.5.1 Auswirkungen einer pharmakologischen Stimulation mit 8-Br-cGMP auf die 
mitochondriale Respiration 
Um zu überprüfen, ob eine Stimulation der Mitochondrien-assoziierten cGKI (siehe Abschnitt 4.3) 
Auswirkungen auf die Respiration BK-positiver Mitochondrien hat wurde das membrangängige 
Analogon 8-Br-cGMP verwendet. Für diese Versuche wurden BK-WT CMM, deren Isolation mit 
Collagenase II erfolgte, mit 8-Br-cGMP (10 µM) stimuliert218,359. Die Ergebnisse dieser 
respiratorischen Messungen sind in Abbildung 4.9 dargestellt. Es zeigten sich dabei keine 
Unterschiede in der mitochondrialen Respiration ± 8-Br-cGMP. Die Kurven der Sauerstoffmessungen 
± 8-Br-cGMP (Abbildung 4.9A) verliefen parallel und daher waren weder Unterschiede in der 
mitochondrialen Atmung (Abbildung 4.9B) noch im RCR (Abbildung 4.9C) zu ermitteln. Die 
erhaltenen Werte waren zudem vergleichbar mit den basalen CMM-Messungen (vgl. Abbildung 4.8A 
– C). 8-Br-cGMP in der eingesetzten Konzentration von 10 µM hat somit keinen Einfluss auf die 




Abbildung 4.9 Einfluss  
von 8-Br-cGMP auf die 
Respiration von BK-WT 
CMM 
(A) Sauerstoffverbrauch der 
mit Succinat  8-Br-cGMP-
stimulierten Atmung von BK-
WT CMM. (B) Es zeigten 
sich keine Unterschiede in der 
mitochondrialen Atmung  8-
Br-cGMP und (C) im 
respiratorischen Kontroll-
index (RCR).  
BK-WT (BK
+/+
) mit je n=5  
8-Br-cGMP. Rauten und 
Balken repräsentieren Mittel-







4.5.2 Auswirkungen einer pharmakologischen BK-Kanal-Öffnung mit NS11021 auf 
die mitochondriale Respiration 
Die Stimulation der CMM aus BK-WT Herzen mit 8-Br-cGMP zeigte keinen Einfluss auf die 
Respiration der Mitochondrien (siehe Abschnitt 4.5.1, Abbildung 4.9). Um zu untersuchen, ob eine 
direkte Öffnung des BK-Kanals einen Einfluss auf die Respiration der Mitochondrien hat, wurden BK-
KO und CMBK-KO CMM sowie CMM aus entsprechenden Wurfgeschwisterkontrolltieren (BK-WT 
bzw. CMBK-CTR) mit dem BK-Kanalöffner NS11021 stimuliert. In der Literatur ist bisher nur sehr 
wenig über den Einsatz von NS11021 auf isolierte Mitochondrien in vitro bekannt. Die Substanz 
wurde, orientiert an den unveröffentlichten Daten des Herstellers sowie veröffentlichten Arbeiten die 
NS11021 ex vivo verwendet haben eingesetzt
289,318
. Als Erstes wurde eine Konzentration von 3 µM 
gewählt (siehe Anhang Abbildung 7.4). Dies führte jedoch zu einer erheblichen Reduktion des 
Sauerstoffverbrauchs in beiden Genotypen. Unter Zugabe von NS11021 in dieser hohen Konzentration 
war eine Steigerung des Sauerstoffverbrauchs nach Zugabe von exogenen Substraten wie Glutamat 
und Malat bzw. Succinat und ADP nicht mehr möglich (Anhang Abbildung 7.4B). Weder in BK-KO 
noch in BK-WT CMM konnte ein gesteigerter Sauerstoffverbrauch beobachtet werden. Dass diese 
Effekte nicht auf das Lösungsmittel DMSO zurückzuführen waren, zeigten Kontrollmessungen bei 
denen 0,1% DMSO ohne NS11021 verwendet wurde. Diese Messungen waren vergleichbar mit den 
basalen respiratorischen CMM-Messungen (vgl. Abbildung 4.8A – C). Um die toxischen Effekte von 
NS11021 zu minimieren, wurde die Konzentration daher auf 300 nM reduziert. Die Ergebnisse dieser 
CMM-Messungen von BK-WT und BK-KO sind in Abbildung 4.10 dargestellt. Bei den 
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Kontrollmessungen wurde ebenfalls entsprechend verdünntes DMSO (0,01%) verwendet. Diese 
Vorversuche der CMM, bei denen die Kardiomyozyten mit Collagenase II isoliert wurden (Abbildung 
4.10A – C), waren durchaus vielversprechend. NS11021 hatte keinen signifikanten Einfluss auf den 
Sauerstoffverbrauch der BK-KO CMM. In den BK-WT CMM hingegen war die Succinat-stimulierte 
State-2 Atmung mit NS11021 signifikant höher als die der entsprechenden BK-WT Kontrolle 
(NS11021: 48,77 ± 4,29 nmol O2/min/mg Protein; Kontrolle: 40,30 ± 7,64 O2/min/mg Protein). Auch 
die ADP-stimulierte Atmung der BK-WT CMM zeigte mit NS11021 einen tendenziell gesteigerten 
Sauerstoffverbrauch im Vergleich zu den BK-WT Kontrollmessungen (Abbildung 4.10B State-3 und 
State-4). Gleichzeitig war jedoch eine leicht höhere State-4 Atmung der mit NS11021 stimulierten 
BK-KO CMM zu beobachten, wodurch sich signifikante Unterschiede im RCR ergaben (Abbildung 
4.10C). Da diese CMM-Messungen ± NS11021 auf einer Isolationen der Kardiomyozyten mit 
Collagenase II beruhten wurden diese Messungen zu einem späteren Zeitpunkt mit Liberase DH als 
Isolationsenzym wiederholt. Die Ergebnisse dieser CMM-Messungen sind in Abbildung 4.10D – F 
dargestellt. NS11021 hatte ebenfalls keinen Einfluss auf die Respiration der BK-KO CMM. 
Interessanterweise war die Respiration der BK-WT CMM mit NS11021 in der Succinat-stimulierten 
State-2 und der ADP-stimulierten State-3 Atmung tendenziell erhöht im Vergleich zu den 
entsprechenden BK-WT Kontrollmessungen (Abbildung 4.10E). Diese Befunde bestätigten die 
vorrangegangenen Messungen ± NS11021 (Abbildung 4.10B). Durch den tendenziell erhöhten 
Sauerstoffverbrauch der BK-WT CMM-Messungen mit NS11021 ergab sich somit ein 
genotypspezifischer signifikanter Unterschiede im RCR (Abbildung 4.10F). Die jeweiligen 








Abbildung 4.10 Einfluss einer BK-Kanal-Öffnung mit 300 nM NS11021 auf die Respiration von BK-WT 
und BK-KO CMM  
(A) Sauerstoffverbrauch von BK-WT und BK-KO CMM  300 nM NS11021. Die Kardiomyozyten wurden mit 
Collagenase II isoliert. BK-WT (BK
+/+
): NS11021 n=6 und Kontrolle n=5; BK-KO (BK
L1/L1
): NS11021 n=5 und 
Kontrolle n=4. (B) Es zeigte sich ein signifikant höherer Sauerstoffverbrauch der Succinat-stimulierten State-2 
Atmung sowie ein tendenziell erhöhter Sauerstoffverbrauch in der ADP-stimulierten Atmung in den BK-WT 
CMM-Messungen mit NS11021 im Vergleich zu den BK-WT Kontrollmessungen. (C) Der respiratorische 
Kontrollindex (RCR) zeigte einen signifikanten Unterschied zwischen den BK-WT und BK-KO CMM mit 
NS11021 und zwischen den BK-KO CMM  NS11021. BK-WT (BK+/+): NS11021 n=6 und Kontrolle n=6; BK-
KO (BK
L1/L1
): NS11021 n=6 und Kontrolle n=5. (D) Der Sauerstoffverbrauch von CMM ± NS11021 nach 
Isolation der Kardiomyozyten mit Liberase DH. BK-WT (BK
+/+
): NS11021 n=6 und Kontrolle n=4; BK-KO 
(BK
L1/L1
): NS11021 n=4 und Kontrolle n=5. (E) Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der 
mitochondrialen Atmung. Die BK-WT Messungen mit NS11021 wiesen eine Tendenz zu höherem 
Sauerstoffverbrauch in der State-2 und State-3 Atmung auf. (F) Der RCR der BK-WT Messungen mit NS11021 
war signifikant erhöht im Vergleich zu den BK-WT Kontrollmessungen. BK-WT (BK
+/+
): NS11021 n=5 und 
Kontrolle n=9; BK-KO (BK
L1/L1
): NS11021 n=5 und Kontrolle n=4. Als Kontrolle diente jeweils 0,01% DMSO. 
Rauten und Balken repräsentieren Mittelwerte ± SEM; *p<0,05; **p<0,01. 
 
Mit einer NS11021 Konzentration von 300 nM wurden auch CMM aus CMBK-defizienten Tieren 
vermessen (siehe Anhang Abbildung 7.5). Da die Messungen zu einem späteren Zeitpunkt der Arbeit 
durchgeführt wurden erfolgte die Isolation der Kardiomyozyten mit Liberase DH. Wie bereits bei den 
basalen respiratorischen CMM-Messungen der CMBK Mutanten (siehe Anhang Abbildung 7.3) zeigte 
sich auch hier ein signifikant bzw. tendenziell erhöhter Sauerstoffverbrauch in der ADP-stimulierten 
State-3 Atmung ± NS11021 der CMBK-KO CMMs im Vergleich zur CMBK-CTR. 
4 Ergebnisse 
95 
Genotypspezifische Unterschiede zwischen den CMM-Messungen mit NS11021 und den 
Kontrollmessungen ergaben sich keine. 
In einer weiteren Versuchsreihe wurden CMM aus BK-WT und BK-KO Tieren mit einer NS11021 
Konzentration von 150 nM vermessen (siehe Anhang Abbildung 7.6). Diese repiratorischen 
Messungen bestätigten zum Großteil die Befunde der CMM-Messungen ± 300 nM NS11021 aus BK-
WT und BK-KO Tieren. Die Isolation der Kardiomyozyten erfolgte hier mit Liberase DH. Allerdings 
war der Sauerstoffverbrauch aller Messungen recht gering, was die Auswertung erschwerte. 
Interessanterweise war in BK-KO CMM im Vergleich zu den entsprechenden Kontrollmessungen die 
Succinat-stimulierte State-2 Atmung mit NS11021 tendenziell erniedrigt, während die ADP-
stimulierte State-3 Atmung mit NS11021 tendenziell erhöht war (Abbildung 7.6B). In den BK-WT 
CMM hingegen war die Succinat-stimulierte State-2 sowie die ADP-stimulierte State-3 Atmung mit 
NS11021 tendenziell höher als die der entsprechende BK-WT Kontrolle, was die bisherigen Befunde 
(siehe Abbildung 4.10B und E) bestätigt. Es ergab sich somit ein tendenzieller, jedoch nicht 
signifikanter genotypspezifischer Unterschied im RCR der BK-WT CMM (Abbildung 7.6C). 
Ein Öffnen des BK-Kanals mit NS11021 in einer nanomolaren Konzentration scheint demzufolge 
einen leichten Einfluss auf die Succinat-stimulierte State-2 sowie ADP-stimulierte State-3 Atmung 
von CMM aus BK-WT Tieren zu haben, während die ADP-stimulierte State-4 Atmung unbeeinflusst 
bleibt. Hohe NS11021 Konzentration im mikromolaren Bereich (3 µM) sind hingegen toxisch für die 
Mitochondrien.  
 
4.6 Zellüberleben der Kardiomyozyten bei Hypoxie-Reoxygenierung 
Um den Einfluss des BK-Kanals auf das Überleben isolierter adulter Kardiomyozyten zu untersuchen 
wurden in vitro Hypoxie-Reoxygenierungs-Experimente mit isolierten Kardiomyozyten von BK-
defizienten Tieren und entsprechenden Wurfgeschwisterkontrollen (BK-WT) durchgeführt. Eigene 
Vorversuche (siehe auch Abschnitt 3.4) zeigten, dass sich die Kardiomyozyten bei längerer 
normoxischer Kultivierung von den Laminin-beschichteten Platten ablösten. Dies wurde auch schon in 
anderen Arbeiten mit isolierten Kardiomyozyten berichtet
360
. Schon nach 3 Stunden Inkubation unter 
normoxischen Bedingungen führte ein Mediumwechsel zu einer erheblichen Reduktion der Zellzahl, 
während das Gesamtüberleben der Zellen unverändert war (siehe Anhang Abbildung 7.8). Die Zellen 
gingen daher beim Mediumwechsel und für den weiteren Versuch verloren, was eine wiederholte 
Visualisierung der einzelnen Zellen nicht ermöglichte. Der Kardiomyozyt selbst konnte daher nicht als 
eigene Kontrolle verwendet werden. Somit fanden alle Versuche unter Hypoxie-Reoxygenierung, 
ähnlich des Prinzips des „ischemic pelleting“333, in Eppendorf-Reaktionsgefäßen statt (Durchführung 
siehe Abschnitt 3.4). Zur Bestimmung des Überlebens der Kardiomyozyten und des Einflusses des 
BK-Kanals in vitro bei Hypoxie-Reoxygenierung wurden die isolierten Kardiomyozyten für 90 min 
Hypoxie bei 0% O2 bzw. 90 min Normoxie bei 21% O2  120 min Reoxygenierung bei 21% O2 
inkubiert (Durchführung siehe Abschnitt 3.4). Das Ausmaß des nekrotischen Zelltods wurde 
anschließend mittels LDH-Aktivität im Überstand des Zellmediums bestimmt (Durchführung siehe 
Abschnitt 3.4.1). Ob apoptotische Prozesse bei der Zellzerstörung eine Rolle spielen, wurde anhand 
der Caspase-3-Aktivität ermittelt (Durchführung siehe Abschnitt 3.4.2). Die Bestimmung der LDH-
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Aktivität im Überstand ist eine weit verbreitete und anerkannte Methode zur Bestimmung des 
nekrotischen Zelltods und die Messung der Caspase-3-Aktivität gilt als charakteristischer 
Apoptosemarker
334,336
. Zur Isolation der Kardiomyozyten wurden BK-WT und BK-KO Mäuse beider 
Geschlechter im Alter von 8 bis 10 Wochen herangezogen. 
Die Morphologie der Kardiomyozyten änderte sich bei Inkubation unter hypoxischen Bedingungen 
und längerer normoxischer Inkubation. Repräsentative Bilder der morphologischen Veränderungen der 
Zellen sind in Abbildung 4.11 dargestellt. Während der Inkubation ließ sich eine fortschreitende 
Hyperkontraktion der Kardiomyozyten beobachten. Diese führte schließlich zur Zerstörung der 
membranären Strukturen und zum Zelltod. Abbildung 4.11A zeigt lebende Kardiomyozyten nach 
90 min Normoxie, die anhand ihres stabförmigen Aussehens und der gut sichtbaren Querstreifung zu 





Abbildung 4.11 Morphologische Veränderungen während Hypoxie 
(A) Stabförmige lebende Kardiomyozyten nach 90 min Normoxie. (B) Durch Inkubation unter hypoxischen 
Bedingungen (90 min) ändern die Kardiomyozyten ihre Form. Die membranären Strukturen wurden zerstört. 
Maßstabsbalken: 20 µm 
 
4.6.1 Ausmaß des nekrotischen Zelltods nach Hypoxie  
Zuerst wurde der Zelltod nach 90 min Normoxie bzw. 90 min Hypoxie untersucht. In Abbildung 
4.12A sind makroskopische Aufnahmen nach Normoxie bzw. Hypoxie dargestellt. Die schwarzen 
Pfeile markieren eindeutig tote Kardiomyozyten. Nach 90 min Normoxie waren keine Unterschiede 
zwischen den Genotypen erkennbar (Abbildung 4.12A links). Nach 90 min Hypoxie nahm sowohl in 
BK-WT als auch in BK-KO Kardiomyozytenkulturen die Zahl der toten Zellen zu (Abbildung 4.12A 
rechts). Dabei scheinen die BK-defizienten Kardiomyozyten den makroskopischen Befunden nach zu 
urteilen nach 90 min Hypoxie mehr tote Zellen aufzuweisen als die BK-WT Kardiomyozyten. Auch in 
der LDH-Aktivität ergab sich nach Inkubation der Kardiomyozyten unter normoxischen Bedingungen 
kein Unterschied zwischen den Genotypen (Abbildung 4.12B). Im Vergleich dazu führte die 
Inkubation unter hypoxischen Bedingungen sowohl in den BK-WT als auch in den BK-KO 
Kardiomyozyten zu signifikant mehr Zelltod (BK-WT: 0,99  0,14 U/µg für Hypoxie vs. 0,26  0,04 
U/µg für Normoxie; BK-KO: 1,21  0,19 U/µg für Hypoxie vs. 0,23  0,03 U/µg für Normoxie). Die 
BK-KO Kardiomyozyten zeigten im Vergleich zu den BK-WT Kardiomyozyten, analog den 
makroskopischen Befunden, eine tendenziell höhere LDH-Aktivität nach 90 min Hypoxie, die das 
4 Ergebnisse 
97 
Signifikanzniveau jedoch nicht erreichte. Die Befunde deuten auf einen erhöhten nekrotischen Zelltod 




Abbildung 4.12 Einfluss des BK-Kanals auf das Überleben bei Hypoxie 
(A) Nach 90 min Hypoxie waren in beiden Genotypen makroskopisch mehr tote Kardiomyozyten als nach 
90 min Normoxie zu erkennen. Dabei ließ sich eine Tendenz zu mehr Zelltod in hypoxieexprimierten BK-KO 
Kardiomyozyten feststellen. (B) Nach 90 min Hypoxie zeigte sich sowohl in BK-WT als auch in BK-KO 
Kardiomyozyten eine signifikant höhere LDH-Aktivität im Vergleich zu 90 min Normoxie. Erneut zeigte sich 
nach 90 min Hypoxie im BK-KO eine Tendenz zur höheren LDH-Aktivität im Vergleich zum BK-WT. BK-WT 
(BK
+/+




Normoxie n=16 und Hypoxie n=17. Balken 
repräsentieren Mittelwerte ± SEM; ***p<0,001. 
 
4.6.2 Ausmaß des nekrotischen und apoptotischen Zelltods nach Hypoxie-
Reoxygenierung 
Da die Reoxygenierung erheblich zum Zelltod beiträgt, wurde das Ausmaß des nekrotischen und 
apoptotischen Zelltods einerseits durch die LDH-Aktivität im Zellüberstand und andererseits durch die 
Caspase-3-Aktivität nach 90 min Normoxie und 120 min Reoxygenierung (NR) bzw. 90 min Hypoxie 
und 120 min Reoxygenierung (HR) bestimmt (Durchführung und Auswertung siehe Abschnitt 3.4.1 
und 3.4.2). Die LDH-Aktivität nach NR bzw. HR setzt sich dabei aus der LDH-Aktivität nach 
Normoxie bzw. Hypoxie (Abbildung 4.13A dunkle Farben) und der LDH-Aktivität nach 
anschließender Reoxygenierung (Abbildung 4.13A helle Farben) zusammen (siehe auch Abschnitt 
3.4.1). 
Nach NR wies die LDH-Aktivität keine Unterschiede zwischen BK-WT und BK-KO Kardiomyozyten 
auf (Abbildung 4.13A). Nach HR war die LDH-Aktivität in beiden Genotypen jeweils signifikant 
höher als nach NR (BK-WT: 2,18  0,33 U/µg für HR vs. 0,66  0,10  U/µg für NR; BK-KO: 2,87  
0,61 U/µg für HR vs. 0,71  0,12 U/µg für NR). Die BK-defizienten Kardiomyozyten zeigten dabei 
eine tendenziell höhere LDH-Aktivität nach HR im Vergleich zu den BK-WT Kardiomyozyten. 
Dieser Unterschied erreichte jedoch nicht das Signifikanzniveau. Betrachtet man die isolierte LDH-
Aktivität nach Normoxie bzw. Hypoxie wurden die initial erhobenen Befunde (siehe Abschnitt 4.6.1, 
Abbildung 4.12B) bestätigt. Nach 90 min Normoxie zeigten sich keine Unterschiede zwischen den 
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Genotypen. Nach 90 min Hypoxie war sowohl in BK-WT als auch in BK-KO Kardiomyozyten die 
LDH-Aktivität signifikant höher als in der entsprechenden Normoxiegruppe (BK-WT: 1,31  
0,24 U/µg für Hypoxie vs. 0,29  0,07 U/µg für Normoxie; BK-KO: 1,69  0,51 U/µg für Hypoxie vs. 
0,34  0,08 U/µg für Normoxie). Der BK-KO zeigte auch hier eine tendenziell höhere LDH-Aktivität 
nach 90 min Hypoxie im Vergleich zum BK-WT. Es ergab sich jedoch kein signifikanter Unterschied 
zwischen den Genotypen. Auch die isolierte Betrachtung der LDH-Aktivität nach Reoxygenierung, 
die sich der Normoxie anschloss (RN), ergab keinen Unterschied zwischen den BK-WT und BK-KO 
Kardiomyozyten (BK-WT: 0,36  0,05 U/µg; BK-KO: 0,37  0,07 U/µg). Die isolierte LDH-Aktivität 
der Reoxygenierung am Anschluss an 90 min Hypoxie (RH) war hingegen sowohl im BK-WT mit 0,87 
 0,13 U/µg als auch im BK-KO mit 1,18  0,19 U/µg signifikant höher im Vergleich zur 
entsprechenden LDH-Aktivität nach RN. Die LDH- Aktivität nach RH der BK-KO Kardiomyozyten 
hatte auch hier eine Tendenz zu höheren Aktivitätswerten, es wurde jedoch kein signifikanter 
Unterschied zu BK-WT Kardiomyozyten erreicht.  
 
Abbildung 4.13 Einfluss des BK-Kanals auf 
nekrotischen und apoptotischen Zelltod bei 
Hypoxie-Reoxygenierung 
(A) Nach 90 min Hypoxie und 120 min 
Reoxygenierung (HR) zeigte sich im Vergleich zu 
90 min Normoxie und anschließender 
Reoxygenierung von 120 min (NR) sowohl in BK-
WT als auch in BK-KO Kardiomyozyten eine 
signifikant höhere LDH-Aktivität. BK-WT 
(BK
+/+
): NR n=8 und HR n=8; BK-KO (BK
L1/L1
): 
NR n=8 und HR n=9. (B) Die Caspase-3-Aktivität 
ergab weder zwischen den Versuchsbedingungen 
NR und HR noch zwischen den Genotypen 
Unterschiede. BK-WT (BK
+/+
) n=8; BK-KO 
(BK
L1/L1
) n=6. Balken repräsentieren Mittelwerte ± 
SEM. ##p<0,01; ###p<0,001 im Vergleich zu NR 






Die Messung der Caspase-3-Aktivität ergab ebenfalls keine Unterschiede zwischen den Genotypen 
und den Bedingungen Normoxie-Reoxygenierung bzw. Hypoxie-Reoxygenierung (Abbildung 4.13B). 
Der apoptotische Zelltod war weder nach HR noch nach NR in BK-WT und BK-KO Kardiomyozyten 
verändert. Die vorliegenden Ergebnissen implizieren somit, dass in vitro Hypoxie und 
Reoxygenierung primär zu nekrotischem Zelltod führen. 
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4.7 Einfluss einer pharmakologischen Modulation des BK-Kanals auf das 
Zellüberleben von Kardiomyozyten bei in vitro Hypoxie-
Reoxygenierung  
Aufgrund der vielen Hinweise, dass der cGMP/cGKI-Signalweg und eine mitoBK-Öffnung an der 
Zellprotektion beteiligt sind (siehe Abschnitt 1.7.4), wurden im Folgenden Pharmaka untersucht, die 
diesen Signalweg modulieren bzw. den BK-Kanal öffnen. Eine Stimulation der Kardiomyozyten 
erfolgte dabei über die gesamte Versuchszeit, d.h. sowohl während der Normoxie bzw. Hypoxie als 
auch während der Reoxygenierung (Durchführung siehe Abschnitt 3.4). Das Ausmaß des nekrotischen 
Zelltods wurde erneut über die LDH-Aktivität im Überstand des Zellkulturmediums bestimmt (siehe 
Abschnitt 3.4.1). 
 
4.7.1 Auswirkungen einer Stimulation des cGMP/cGKI-Signalweges auf den 
nekrotischen Zelltod bei in vitro Hypoxie-Reoxygenierung 
Um zu untersuchen ob eine Stimulation des cGMP/cGKI-Signalwegs zum mitoBK-vermittelten 
Zellüberleben der Kardiomyozyten führt, wurde zum einen mit dem membrangängigen cGMP-
Analogon 8-Br-cGMP stimuliert und zum anderen wurde die sGC, die eine der beiden cGMP-
generierenden Guanylatzyklasen darstellt, mit Cinaciguat aktiviert. 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine 8-Br-cGMP-Konzentration von 100 µM gewählt
221,222,241
. Es 
konnte in vitro durch Zugabe von 8-Br-cGMP kein Einfluss auf den nekrotischen Zelltod der 
Kardiomyozyten gezeigt werden (Abbildung 4.14). Nach NR waren zwischen den Genotypen keine 
Unterschiede erkennbar (BK-WT: 0,48  0,13 U/µg; BK-KO: 0,45  0,05 U/µg). Auch die 
Stimulation der Kardiomyozyten mit 8-Br-cGMP hatte keinen Einfluss auf die LDH-Aktivität bei NR 
(BK-WT: 0,63  0,17 U/µg; BK-KO: 0,57  0,12 U/µg). Dies steht in Einklang mit den initialen 
Ergebnissen zur basalen LDH-Aktivität nach NR in BK-WT und BK-KO Kardiomyozyten (siehe 
Abschnitt 4.6.2). Nach HR ± 8-Br-cGMP zeigten sich sowohl in BK-WT als auch in BK-KO 
Kardiomyozyten höhere LDH-Aktivitäten als in den entsprechenden NR-Gruppen, was die initialen 
Ergebnissen zur basalen LDH-Aktivität nach HR ebenfalls bestätigt (siehe Abschnitt 4.6.2). Sowohl 
die unbehandelten BK-WT Kardiomyozyten mit 1,11  0,14 U/µg als auch die unbehandelten BK-KO 
Kardiomyozyten mit 1,38  0,26 U/µg zeigten dementsprechend eine signifikant höhere LDH-
Aktivität nach HR als nach entsprechend unbehandelter NR. Die LDH-Aktivität nach HR der mit 8-
Br-cGMP stimulierten BK-KO Kardiomyozyten mit 1,26  0,01 U/µg zeigte im Vergleich zur 
entsprechenden NR mit  8-Br-cGMP ebenfalls einen signifikanten Anstieg, wohingegen die LDH-
Aktivität nach HR der mit 8-Br-cGMP stimulierten BK-WT Kardiomyozyten mit 1,08  0,23 U/µg im 
Vergleich zur entsprechenden NR deutlich, jedoch nicht signifikant, erhöht war. Ein Unterschied 
zwischen den Genotypen in der der LDH-Aktivität nach HR  8-Br-cGMP konnte nicht beobachtet 
werden. Die einzelnen Werte der LDH-Aktivitäten ± 8-Br-cGMP sind im Anhang (siehe Tabelle 7.6) 






Abbildung 4.14 Einfluss von 8-Br-cGMP auf den nekrotischen Zelltod bei Hypoxie-Reoxygenierung 
Eine Stimulation mit 8-Br-cGMP (100 µM) während Hypoxie-Reoxygenierung hatte keinen Einfluss auf den 
nekrotischen Zelltod der Kardiomyozyten. Entsprechend waren weder im BK-WT noch im BK-KO Unterschiede 
im Zellüberleben der mit 8-Br-cGMP stimulierten Kardiomyozyten im Vergleich zu den unbehandelten 






mit je n=4. Balken repräsentieren Mittelwerte ± 
SEM. #p<0,05 im Vergleich zur entsprechenden NR des Genotyps. 
 
In einer weiteren Versuchsreihe wurde überprüft, inwiefern die Aktivierung der sGC mit Cinaciguat 
(25 nM) einen Einfluss auf den nekrotischen Zelltod bei NR bzw. HR hat. Vorrausgegangene in vitro 
Arbeiten haben gezeigt, dass Cinaciguat in einer Konzentration von 25 nM und 50 nM zu einer 
deutlichen Reduktion der Apoptose bei Hypoxie-Reoxygenierung in isolierten murinen 
Kardiomyozyten führt
229
. Nach NR waren weder Unterschiede zwischen den Genotypen  Cinaciguat 
noch innerhalb der geotypspezifischen Versuchsgruppen  Cinaciguat erkennbar (Abbildung 4.15). 
Nach HR ± Cinaciguat zeigten sich in beiden Genotypen höhere LDH-Aktivitäten als nach NR ± 
Cinaciguat, was die vorherigen Beobachtungen und die Reproduzierbarkeit der Methode generell 
bestätigt (siehe weiter oben im Abschnitt und Abschnitt 4.6.2). Dabei ergab sich nach HR ± 
Cinaciguat sowohl in BK-WT als auch in BK-KO Kardiomyozyten eine höhere LDH-Aktivität als 
nach entsprechender NR. Dieser Unterschied stellte sich jedoch nur in BK-KO Kardiomyozyten ± 
Cinaciguat signifikant dar (BK-WT Kontrolle: 0,96  0,17 U/µg für HR vs. 0,51  0,11 U/µg für NR; 
BK-WT Cinaciguat: 0,87  0,19 U/µg für HR vs. 0,47  0,12 U/µg für NR; BK-KO Kontrolle: 1,01  
0,11 U/µg für HR vs. 0,33  0,02 U/µg für NR; BK-KO Cinaciguat: 0,93  0,07 U/µg für HR vs. 0,38 
 0,04 U/µg für NR). Ein Unterschied zwischen den Genotypen in der der LDH-Aktivität nach HR  
Cinaciguat konnte nicht beobachtet werden. Die einzelnen Werte der LDH-Aktivitäten sind im 







Abbildung 4.15 Einfluss der sGC-Aktivierung mit Cinaciguat auf den nekrotischen Zelltod bei Hypoxie-
Reoxygenierung 
Eine Stimulation mit Cinaciguat während Hypoxie-Reoxygenierung in einer Konzentration von 25 nM hatte 
keinen Einfluss auf den nekrotischen Zelltod der Kardiomyozyten. Weder im BK-WT noch im BK-KO waren 
Unterschiede im Zellüberleben der mit Cinaciguat stimulierten Kardiomyozyten im Vergleich zu den Kontrollen 




) mit je n=5. Balken repräsentieren Mittelwerte ± SEM. 
###p<0,001 im Vergleich zur entsprechenden NR des Genotyps. 
 
Zusammenfassend zeigten die LDH-Aktivitätsmessungen bei in vitro Hypoxie-Reoxygenierung weder 
für das cGMP-Analogon 8-Br-cGMP noch für eine cGMP-Erhöhung, durch Aktivierung der sGC mit 
Cinaciguat, einen zellprotektiven Effekt. Diese Befunde implizieren, dass in isolierten adulten 
Kardiomyozyten cGMP-Signalwege über funktionale mitoBK-Kanäle nicht vor Schädigungs-
mechanismen der Hypoxie-Reoxygenierung schützen.  
 
4.7.2 Auswirkungen einer BK-Kanal-Öffnung mittels NS11021 auf den nekrotischen 
Zelltod bei in vitro Hypoxie-Reoxygenierung 
Da weder durch eine direkte Stimulation der cGKI mit 8-Br-cGMP noch durch eine Aktivierung der 
sGC mit Cinaciguat eine Zellprotektion bei in vitro Hypoxie-Reoxygenierung gezeigt werden konnte, 
wurde als nächstes der Einfluss einer direkten BK-Kanal-Öffnung auf das Zellüberleben der 
Kardiomyozyten untersucht. Auf Grund der Ergebnisse der respiratorischen Messungen mit NS11021 
(siehe Abschnitt 4.5.1), die zeigten, dass NS11021 in einer mikromolaren Konzentration toxisch auf 
die isolierten Mitochondrien wirkte und angelehnt an andere in vitro Untersuchungen
294,318,361
 wurde 
eine NS11021 Konzentration im nanomolaren Bereich von 300 nM und 30 nM (Abbildung 4.16) für 
die in vitro Hypoxie-Reoxygenierungsexperimente eingesetzt. Die einzelnen Werte der LDH-Aktivität 
 300 nM und 30 nM NS11021 sind im Anhang (Tabelle 7.8) zu finden. 
Für beide NS11021-Konzentrationen waren nach NR in der LDH-Aktivitäten weder Unterschiede 
zwischen den Genotypen  NS11021 noch innerhalb der geotypspezifischen Versuchsgruppen  
NS11021 erkennbar (Abbildung 4.16A 300 nM und B 30 nM). Nach HR  NS11021 waren in beiden 
Genotypen höhere LDH-Aktivitäten zu beobachten als nach entsprechender NR  NS11021, was die 
bisherigen Befunde bestätigt (vgl. Abschnitt 4.6.2 und 4.7.1). Während für die BK-WT 
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Kardiomyozyten die LDH-Aktivitäten nach HR  300 nM und 30 nM NS11021 jeweils signifikant 
erhöht waren zeigte sich in BK-KO Kardiomyozyten nur für die LDH-Aktivitäten nach HR  30 nM 
NS11021 ein signifikanter Unterschied. Ein genotypspezifischer Unterschied in der der LDH-Aktivität 
nach HR  NS11021 konnte nicht beobachtet werden. Interessanterweise war nach HR jedoch nur in 
BK-KO Kardiomyozyten  300 nM NS11021 ein tendenziell erhöhter nekrotischer Zelltod im 
Vergleich zu BK-WT Kardiomyozyten zu beobachten. 
 
Abbildung 4.16 Einfluss des BK-
Kanalöffners NS11021 auf den 
nekrotischen Zelltod bei Hypoxie-
Reoxygenierung 
NS11021 in einer Konzentration von 
(A) 300 nM und (B) 30 nM hatte 
keinen Einfluss auf den nekrotischen 
Zelltod der Kardiomyozyten. Weder 
im BK-WT noch im BK-KO waren 
Unterschiede im Zellüberleben nach 
NR bzw. HR der mit NS11021 
stimulierten Kardiomyozyten im 
Vergleich zu den Kontrollen zu 
beobachten. (A) BK-WT (BK
+/+
) mit 
je n=5; BK-KO (BK
L1/L1
) mit je n=4 
(B) BK-WT und BK-KO mit je n=4. 
Balken repräsentieren Mittelwerte ± 
SEM. ##p<0,01; ###p<0,001 im 







Die Versuche zeigten, dass NS11021 in einer Konzentration von 300 nM (Abbildung 4.16A) und 
30 nM (Abbildung 4.16B) bei in vitro Hypoxie-Reoxygenierung keinen Einfluss auf den nekrotischen 
Zelltod der Kardiomyozyten hat. Weder im BK-WT noch im BK-KO waren Unterschiede im 
Zellüberleben nach NR bzw. HR der mit NS11021 stimulierten Kardiomyozyten im Vergleich zu den 
Kontrollen zu beobachten. Zusammenfassend scheint NS11021 bei in vitro Hypoxie-Reoxygenierung 




4.8 Einfluss des kardiomyozytären BK-Kanals auf antiapoptotische 
Signalwege bei Hypoxie-Reoxygenierung 
Die bisherigen Untersuchungen haben keinen signifikanten Unterschied im nekrotischen und 
apoptotischen Zelltod zwischen BK-WT und BK-KO Kardiomyozyten bei Hypoxie-Reoxygenierung 
gezeigt (siehe Abschnitt 4.6.2). Auch eine pharmakologische Modulation des cGMP/cGKI-
Signalweges (Abschnitt 4.7.1) oder des BK-Kanals (Abschnitt 4.7.2) hat das Zellüberleben der 
Kardiomyozyten bei in vitro Hypoxie Reoxygenierung nicht verbessert. Da die Aktivierung des RISK 
(reperfusion injury salvage kinase)-Signalweges für die Protektion bei Hypoxie-Reoxygenierung eine 
wichtige Rolle spielt (siehe Abschnitt 1.5.1) und es vor allem in den ersten Minuten der 
Reoxygenierung zu einem Anstieg in der Phosphorylierung von ERK1/2 und Akt kommt, wurde die 
Aktivierung dieser Kinasen sowie den putativen Signalmolekülen GSK-3 und PKC im Folgenden 
untersucht. Zudem wurde die Aktivierung der Caspase-3 als wichtige Effektorcaspase der Apoptose 
analysiert. Hierfür wurden isolierte Kardiomyozyten von globalen BK-defizienten Tieren und ihren 
Wurfgeschwisterkontrollen (BK-WT) einer 90 min Hypoxie mit anschließender Reoxygenierungszeit 
von entweder 0, 5, 30 oder 90 min unterzogen. Anschließend wurden Western-Blot-Analysen (siehe 
Abschnitt 3.7.5) durchgeführt und die gesamten Proteinmengen der untersuchten Kinasen sowie die 
Phosphorylierung mit Hilfe von spezifischen Phospho-/Antikörpern nachgewiesen (siehe 2.3.8). Zur 
Quantifizierung der Gesamtproteinmengen und der phospho-Banden wurden diese jeweils zuerst auf 
die Ladungskontrolle GAPDH, die auf derselben Membran co-detektiert wurde, bezogen, um 
eventuelle Unterschiede in der geladenen Proteinmenge auszugleichen. Zur Ermittlung des 
Phosphorylierungsstatus, wurde anschließend der Quotient aus phosphoryliertem Protein zu 
Gesamtprotein gebildet. Die Mittelwerte der jeweiligen Quantifizierung sind im Anhang (Tabelle 7.9) 
zu finden.  
 
4.8.1 Phosphorylierungsmuster und Aktivierung von ERK1/2 und Akt als 
Hauptmediatoren des RISK-Signalweges 
Die Phosphorylierung der ERK1/2-Kinasen (p-ERK1/2) erfolgt durch übergeordnete MEK1/2-
Kinasen, die ERK1/2 an Thr202 und Tyr204 phosphorylieren (siehe auch Abschnitt 1.5.1). Die 
gesamte ERK1/2-Proteinmenge und die des phosphorylierten ERK1/2 (p-ERK1/2Thr202/Tyr204) wurde 
mittels Western-Blot-Analyse untersucht. Abbildung 4.17A zeigt das Phosphorylierungsmuster von 
ERK1/2. In Abbildung 4.17B ist das Verhältnis von p-ERK1/2 zur gesamten ERK1/2-Proteinmenge 
dargestellt. Insgesamt war zu beobachten, dass die Aktivierungen der beiden Kinasen ERK1 und 
ERK2 im jeweiligen Genotyp ähnlich verliefen (Daten nicht gezeigt). Nach 90 min Hypoxie ohne 
Reoxygenierung zeigte sich bereits eine Aktivierung der ERK1/2. Dabei war die Aktivierung der 
ERK1/2 Kinasen in BK-WT Kardiomyozyten nach 90 min Hypoxie signifikant höher als in BK-KO 
Kardiomyozyten (Abbildung 4.17B). Wie erwartet stieg die Phosphorylierung sowohl in den BK-WT 
als auch in den BK-KO Kardiomyozyten in den ersten Minuten der Reperfusion signifikant an. Die 
Aktivierung von ERK1/2 war jedoch nur temporär. So ließ sich in beiden Genotypen im Laufe der 
90 min Reoxygenierung eine Abnahme der p-ERK1/2-Level beobachten. In den BK-KO 
Kardiomyozyten war nach 30 min Reoxygenierung noch eine signifikant höhere Phosphorylierung im 
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Vergleich zur Hypoxie zu beobachten, während sich in den BK-WT Kardiomyozyten die Werte schon 
normalisiert hatten (Abbildung 4.17A und B).  
 
Abbildung 4.17 Phosphorylierung 
von ERK1/2 bei Reoxygenierung 
(A) Repräsentative Proteinbanden 
der gesamten ERK1/2-Proteinmenge 
und der an Thr202 und Tyr204 
phosphorylierten ERK1/2  
(p-ERK1/2Thr202/Tyr204) nach 90 min 
Hypoxie und zu unterschiedlichen 
Reoxygenierungszeiten. (B) Die 
Phosphorylierung von ERK1/2 stieg 
sowohl in den BK-WT als auch in 
den BK-KO Kardiomyozyten initial 
in den ersten 5 min der Reoxy-
genierung stark an und nahm dann 
im Laufe der Reoxygenierung 





) n=3 unabhängige 
Experimente; Balken repräsentieren 
Mittelwerte ± SEM;  *p<0,05; 
***p<0,001. #p<0,05; ##p<0,01 zur 





Neben ERK1/2 zählt die Proteinkinase Akt zu den Hauptmediatoren des RISK-Signalweges (siehe 
Abschnitt 1.5.1). Akt wird über den PI3K-Signalweg durch Phosphorylierung an Ser473 aktiviert. Um 
die Aktivierung von Akt zu untersuchen, wurde die Gesamt-Akt-Proteinmenge sowie die des 
phosphorylierten Akts (p-AktSer473) mittels Western-Blot-Analyse bestimmt. Abbildung 4.18 zeigt das 
Phosphorylierungsmuster von Akt sowie das Verhältnis von p-Akt zu Akt. Bereits nach 90 min 
Hypoxie erfolgte eine Aktivierung der Akt, die im Laufe der Reoxygenierung kontinuierlich zunahm. 
Diese Zunahme war sowohl in BK-WT als auch in BK-KO Kardiomyozyten zu beobachten 
(Abbildung 4.18A und B) und verlief in beiden Genotypen synchron. Nur in den BK-defizienten 
Kardiomyozyten erreichte das Ausmaß der Phosphorylierung bereits nach 5 min signifikant höhere 
Werte als nach Hypoxie. In den BK-WT Kardiomyozyten hingegen war die signifikante Zunahme des 





Abbildung 4.18 Phosphorylierung von 
Akt bei Reoxygenierung 
(A) Repräsentative Proteinbanden der 
gesamten Akt-Proteinmenge und der an 
Ser473 phosphorylierten Akt (p-AktSer473) 
nach 90 min Hypoxie und zu 
unterschiedlichen Reoxygenierungszeiten. 
(B) Die Phosphorylierung von Akt stieg 
sowohl in BK-WT als auch in BK-KO 
Kardiomyozyten im Laufe der Reoxy-
genierung kontinuierlich an. BK-WT 
(BK
+/+
) n=4; BK-KO (BK
L1/L1
) n=3; Balken 
repräsentieren Mittelwerte ± SEM; #p<0,05; 







Diese Ergebnisse bestätigten die These, dass die Signalmoleküle ERK1/2 und Akt während der 
Reoxygenierung phosphoryliert werden. Dabei waren die Kinetik und das Ausmaß der 
Phosphorylierung in BK-WT und BK-defizienten Kardiomyozyten vergleichbar. Es konnte nur 
zwischen BK-WT und BK-KO Kardiomyozyten ein signifikanter Unterschied in der ERK1/2-
Aktivierung nach 90 min Hypoxie gezeigt werden (Abbildung 4.17B). Es zeigt sich außerdem, dass 
ERK1/2 und Akt während der 90 min Reoxygenierung nicht synchron reguliert werden. Die 
Phosphorylierung von ERK1/2 war dabei zu Beginn der Reperfusion (nach 5 min) am höchsten und 
nahm dann wieder stetig ab, während die Phosphorylierung von Akt hingegen eine kontinuierliche 
Zunahme zeigte. 
 
4.8.2 Phosphorylierungsmuster von GSK-3β als Indikator für die mPTP-
Öffnungswahrscheinlichkeit 
ERK1/2 und Akt haben zum einen direkte aber auch indirekte Effekte auf den Apoptosesignalweg. 
Das zelluläre Überleben wird auf die Phosphorylierung und Inaktivierung einer Vielzahl von 
proapoptotischen Proteinen zurückgeführt (siehe Abschnitt 1.5.1 und Abbildung 1.6). Ein Hauptziel ist 
dabei die Hemmung der mPTP-Öffnung. Die GSK-3 gilt als wichtiger Trigger der mPTP-Öffnung 
und kann sowohl indirekt von ERK1/2 und Akt über die p70S6-Kinase als auch direkt von Akt an 
Ser9 phosphoryliert werden, was eine Inaktivierung der GSK-3 zur Folge hat (siehe Abschnitt 1.5.1). 
In ihrem phosphorylierten inaktiven Zustand gilt sie als wichtiger Inhibitor der mPTP-Öffnung und 
daher wurde im Folgenden die zeitabhängige Phosphorylierung der GSK-3 bei Reoxygenierung nach 
90 min Hypoxie untersucht. Das Phosphorylierungsmuster der GSK-3 sowie das Verhältnis von  
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p-GSK-3 zu GSK-3 ist in Abbildung 4.19 dargestellt. Nach 90 min Hypoxie war bereits in beiden 
Genotypen eine Phosphorylierung der GSK-3 erfolgt. In BK-defizienten Kardiomyozyten nahm die 
GSK-3-Phosphorylierung kontinuierlich zu und nach 30 min war ein signifikanter Unterschied zur 
Hypoxie erreicht (Abbildung 4.19A und B). In BK-WT Kardiomyozyten zeigte sich, ähnlich der 
ERK1/2-Aktivierung (vgl. Abbildung 4.17), bereits zu Beginn der Reoxygenierung d.h. nach 5 min ein 
deutlicher Anstieg der Phosphorylierung, die im weiteren Verlauf der 90 min Reoxygenierung wieder 
abnahm. Durch die unterschiedliche Kinetik in der GSK-3 Phosphorylierung in den BK-WT und BK-
KO Kardiomyozyten ergab sich im BK-KO ein signifikant höherer Phosphorylierungsstatus der  
GSK-3 nach 30 min und 90 min Reoxygenierung im Vergleich zum BK-WT. 
 
Abbildung 4.19 Phosphorylierung von 
GSK-3β bei Reoxygenierung 
(A) Repräsentative Proteinbanden der 
gesamten GSK-3-Proteinmenge und der 
an Ser9 phosphorylierten GSK-3  
(p-GSK-3Ser9) nach 90 min Hypoxie 
und zu unterschiedlichen Reoxy-
genierungszeiten. (B) Die Phospho-
rylierung von GSK-3 stieg in BK-WT 
Kardiomyozyten initial in den ersten 
5 min der Reoxygenierung stark an und 
nahm dann im Laufe der Reoxy-
genierung wieder ab. In BK-KO 
Kardiomyozyten hingegen stieg die 
Phosphorylierung von GSK-3 im Laufe 






je n=3 unabhängige Experimente; 
Balken repräsentieren Mittelwerte ± 
SEM; *p<0,05; **p<0,01. #p<0,05; 






4.8.3 Phosphorylierung von PKC und Aktivierung der Effektorcaspase-3 
Neben der GSK-3 als wichtiger Trigger der mPTP-Öffnung wurde die Phosphorylierung und 
Aktivierung der PKC sowie die Aktivierung der Caspase-3 untersucht. Die PKC gilt als wichtige 
pro-survival-Kinase in Zusammenhang mit mitoKATP- und mitoBK-Kanälen, die mutmaßlich sowohl 
über den PI3K/Akt-Signalweg als auch durch die cGKI direkt phosphoryliert werden kann und somit 
zur Kardioprotektion beiträgt. Es wird postuliert, dass cGKI die PKCε in der inneren Mitochondrien-
membran phosphoryliert und über den in der inneren Mitochondrienmembran sitzenden KATP-Kanal zu 
einer Hemmung der mPTP-Öffnung führt
115,218,219
 (siehe Abschnitt 1.6.5). Außerdem wird eine 
Beteiligung des mitoBKs an diesem Signalweg diskutiert. Es wird postuliert, dass es bei Hypoxie-
Reoxygenierung über mitoBK zu einer erhöhten K
+
-Konzentration in der Matrix und zur 
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Depolarisation der Mitochondrien kommt. Dies wirkt dem Protonenstrom entgegen und könnte somit 
zu einer leichten Entkopplung der ETC und limitierter ROS-Produktion führen
292,293
. Dies scheint die 
PKC-Aktivierung zu begünstigen und somit die mPTP-Öffnung zu verhindern116 (siehe Abschnitt 
1.6.5 und 1.7.4). Daher wurde im Folgenden der Phosphorylierungsstatus und die Aktivierung der 
PKC bei Reoxygenierung nach 90 min Hypoxie untersucht. Abbildung 4.20A zeigt repräsentative 
Proteinbanden der gesamten PKC-Proteinmenge und der phosphorylierten PKC (p-PKCSer729) von 
BK-WT und BK-defizienten Kardiomyozyten. Es konnte mittels der verwendeten Antikörper weder 
nach 90 min Hypoxie noch zu unterschiedlichen Reoxygenierungszeiten eine Phosphorylierung der 
PKC nachgewiesen werden. Die gesamte Proteinmenge der PKC war während der 90 min 
Reoxygenierung in BK-WT und in BK-KO Kardiomyozyten unverändert.  
 
Abbildung 4.20 Aktivierung von PKC 
und Caspase-3 bei Reoxygenierung 
(A) Repräsentative Proteinbanden der 
gesamten PKC-Proteinmenge. Eine 
Phosphorylierung der PKC an Ser729 (p-
PKCSer729) während der Reoxygenierung 
war mit dem hier verwendeten Antikörper 
nicht möglich. GAPDH als 
Ladungskontrolle bestätigte eine 
gleichmäßige Beladung der Proben. (B) 
Repräsentative Proteinbanden der 
inaktiven Caspase-3 (Procaspase-3). Eine 
proteolytische Aktivierung der Caspase-3 
während der Reoxygenierung war nicht 
nachweisbar. HSP60 als Ladungskontrolle 











Die Caspase-3 gilt als wichtige Effektorcaspase des Apoptosesignalweges und als zentrale 
Komponente der Caspase-Kaskade, die sowohl durch den intrinsischen als auch den extrinsischen 
Signalweg aktiviert werden kann (siehe Abschnitt 1.4 und Abbildung 1.5). Durch proteolytische 
Spaltung der Procasapase-3 (35 kDa) entstehen ein größeres (17/19 kDa) und ein kleineres (12 kDa) 
Fragment, die sich zu einem aktiven Heterodimer zusammen lagern. Durch die Aktivierung der 
Caspase werden nachfolgende strukturelle Proteine degradiert sowie DNA fragmentiert, was zum 
Zelltod führt. Der verwendete Antikörper (siehe 2.3.8) detektiert die inaktive Caspase-3 (Procaspase-
3; 35 kDa) und ein aktives Proteinfragment (17/19 kDa), das durch die proteolytische Spaltung der 
Procaspase-3 entsteht. Eine Aktivierung der Caspase-3 war weder nach 90 min Hypoxie noch  zu 




4.9 Adenovirale Transduktion adulter Kardiomyozyten 
Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Arbeit widmete sich der Etablierung und Charakterisierung der 
adenoviralen Transduktion isolierter adulter Kardiomyozyten, um die Verwendung von modifizierten 
Adenoviren als Vektoren für die Übertragung von Proteinen ins Mitochondrium zu untersuchen. 
Hierfür wurde von Prof. Ulrike Naumann (Zentrum für Neurologie; Hertie-Institut für klinische 
Hirnforschung Tübingen) ein mitochondrialer Adenovirus, der den cGi500-Sensor codiert (Ad-CMV-
MTS-cGi500), hergestellt. Dieser mitochondriale Vektor ist an die Cytochrom-C-Oxidase, die ein 
Enzym der Atmungskette darstellt, getagged, was nach erfolgreicher Transduktion zur Expression des 
cGi500 Sensors in Mitochondrien führen sollte. Es ist daher möglich, bei erfolgreicher Transduktion 
mit dem MTS-cGi500 Sensor Änderungen der cGMP-Konzentration in Mitochondrien von einzelnen 
Kardiomyozyten zu messen. Zusätzlich stand ein Adenovirus, der ein ungetaggtes GFP codiert (Ad-
CMV-GFP) als Kontrollevektor für die Transduktion zur Verfügung.  
Zur Untersuchung der erfolgreichen Transduktion des cGi500-Sensors ins Mitochondrium wurden die 
isolierten adulten Kardiomyozyten zum einen mit dem Ad-CMV-MTS-cGi500 und zum anderen mit 
dem Ad-CMV-GFP Kontrollevektor mit jeweils 30 MOI transfiziert (Durchführung siehe Abschnitt 
3.8). Anschließend wurden die Mitochondrien zur Visualisierung mit MitoTracker angefärbt 
(Durchführung siehe Abschnitt 3.9). Als Negativkontrolle wurden nicht transfizierte und nicht mit 
MitoTracker gefärbte Kardiomyozyten verwendet. Parallel wurde eine Kernfärbung mit DAPI 
durchgeführt. Die Mitochondrien unterteilen sich in verschiedene Subpopulationen. Die sogenannten 
subsarkolemmalen Mitochondrien (SSM) sind direkt unter der Plasmamembran angeordnet, während 
die sogenannten interfibrilliären Mitochondrien (IFM) in parallelen longitudinalen Reihen zwischen 
den Myofibrillen lokalisiert sind
362
. Diese Anordnung und die longitudinalen Reihen der 
Mitochondrien waren durch die MitoTracker Färbung (Abbildung 4.21B und G) deutlich zu erkennen. 
Die Negativkontrolle (Abbildung 4.21K) zeigte hingegen keine Fluoreszenz. Die mit Ad-CMV-MTS-
cGi500 transfizierten Kardiomyozyten (Abbildung 4.21A) zeigten ein Längsverteilungsmuster des 
cGi500 an, das weitgehend mit der MitoTracker-Färbung übereinstimmte (Abbildung 4.21D). In den 
mit Ad-CMV-GFP transfizierten Kardiomyozyten (Abbildung 4.21F) zeigte sich eine sehr starke 
grüne Fluoreszenz des GFP-Sensors, die nicht nur mit der MitoTracker Färbung übereinstimmte und 
somit auf eine cytosolische Lokalisation hindeutet (Abbildung 4.21I). Mit der gleichen Wellenlänge 








Abbildung 4.21 Lokalisation des mitochondrialen cGi500-Sensors in Kardiomyozyten 
Repräsentative Bilder der (A) Transduktion mit Ad-CMV-MTS-cGi500, (F) Transduktion mit Ad-CMV-GFP 
und (K) Negativkontrolle ohne Transduktion. (B und G) MitoTracker-Färbung. (L) Negativkontrolle ohne 
MitroTracker-Färbung. (C, H und M) Parallel durchgeführte Kernfärbung. (D, I und N) Überlagerung von A, B 
und C; G, I. (O) Vergrößerung des Ausschnittes in N. (A – E) Die Transduktion mit Ad-CMV-MTS-cGi500 
zeigte ein Längsverteilungsmuster, das weitgehend mit der MitoTracker-Färbung übereinstimmte. (F – J) Die 
Transduktion mit Ad-CMV-GFP zeigte eine starke grüne Fluoreszenz, die auf eine cytosolische Expression von 




Ischämische Herzkrankheiten stehen seit Jahren an erster Stelle der Liste aller Todesursachen 
weltweit
1
. Durch die Unterversorgung des Herzens mit Sauerstoff und Nährstoffen während eines 
akuten Myokardinfarkts kommt es, trotz schneller Revaskularisierung der verschlossenen 
Koronararterie z.B. durch Stentimplantation oder Lysetherapie, immer wieder zu irreversiblen 
Schädigungen des kardialen Gewebes. Diese Gewebeschädigung kann zu einer irreversiblen 
Beeinträchtigung der Herzfunktion bis hin zum Tod der Patienten führen. Nach dem heutigen Stand 
der Wissenschaft ist mittlerweile bekannt, dass nicht nur eine langanhaltende Hypoxie, sondern auch 
die Reoxygenierung maßgeblich am nekrotischen und apoptotischen Zelluntergang beteiligt ist
325,363
. 
Obwohl einige grundlegende Signalwege, die an den Mechanismen des akuten Myokardinfarkts 
beteiligt sind, bereits identifiziert wurden, gibt es noch keinen klinischen Therapieansatz zur 
Reduktion der irreversiblen Gewebeschädigung. Daher ist es von großem wissenschaftlichem und 
klinischem Interesse neue Behandlungsstrategien zu finden sowie die grundlegenden beteiligten 
Moleküle und Signalwege bei Hypoxie und Reoxygenierung zu erforschen. 
 
5.1 Kardialer Phänotyp und Expression des mitoBK-Kanals 
5.1.1 Kardialer Phänotyp globaler und Kardiomyozyten-spezifischer BK-defizienter 
Mäuse 
Die Charakterisierung der globalen BK-defizienten Tiere bestätigte einen erheblichen Einfluss des 
mitoBKs auf den Phänotyp der Mäuse. Der makroskopisch auffällige Phänotyp der Tiere konnte auch 
durch die einzelnen Parameter bestätigt werden (Abbildung 4.1A – E). Die BK-KO Tiere wiesen 
sowohl ein signifikant verringertes Herz- als auch Körpergewicht und eine signifikant kürzere Tibia 
auf, was sich auch im Verhältnis des Herzgewichts zur Tibialänge wiederspiegelte. Diese Effekte 
waren sowohl bei den Männchen als auch bei den Weibchen zu beobachten und bestätigt bisherige 
Befunde, die zahlreiche Defizite der BK-KO Tiere wie ein verringertes Körpergewicht, einen Tremor 
und eine eingeschränkte motorische Koordination zeigten
279,364
.  
Die Charakterisierung der Kardiomyozyten-spezifischen BK-defizienten Tiere zeigte eine selektive 
und effiziente Myh6-Cre-vermittelte Deletion des BK-Kanalgens in den Kardiomyozyten (Abbildung 
4.3). Diese PCR-basierte Untersuchung zur Effizienz des verwendeten Cre/loxP-Systems wird durch 
die Verpaarung der Myh6-Cre-transgenen Mäuse mit Reportertieren (doppel-fluoreszente ROSA26-
Reportermäuse) bestätigt
355
. Ein auffälliger Phänotyp der CMBK-KO und -CTR Tiere war 
makroskopisch nicht zu erkennen. Dennoch zeigten die CMBK-KO Tiere ein gering aber statistisch 
signifikant erhöhtes Herzgewicht und auch das HG/TL-Verhältnis war signifikant erhöht im Vergleich 
zu den CMBK-CTR Tieren (Abbildung 4.2A – D). Dieser signifikante Unterschied im HG/TL-
Verhältnis zeigte sich nur bei der zusammengefassten Kohorte beider Geschlechter und bei den 
Männchen (siehe Anhang Tabelle 7.1). Interessanterweise war dieser Unterschied bei der 
ursprünglichen Charakterisierung der Tiere nicht zu beobachten
355
. Hier zeigten sich in beiden 
Genotypen weder zwischen den Männchen (CMBK-CTR n=7; CMBK-KO n=9) noch den Weibchen 
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(CMBK-CTR n=6; CMBK-KO n=6) signifikante Unterschiede im Herzgewicht und HG/TL-
Verhältnis. Die Gründe für die im Rahmen dieser Arbeit vorhandenen jedoch zuvor nicht 
nachweisbaren Herzgewichtsunterschiede zwischen den Genotypen sind derzeit unklar. Das Alter der 
Mäuse in beiden Versuchsstudien ist vergleichbar. So wurden in der vorrausgegangenen Arbeit Mäuse 
im Alter von 11 bis 13 Wochen herangezogen und im Rahmen dieser Arbeit wurden Mäuse im Alter 
von durchschnittlich 12 Wochen untersucht. Es wurden in der aktuellen Versuchsstudie jedoch 
deutlich mehr Mäuse analysiert (n=23 je Genotyp) und es herrschte ein kleines 
Geschlechterungleichgewicht (siehe Anhang Tabelle 7.1). Da mit größerem Stichprobenumfang auch 
die Wahrscheinlichkeit steigt mit der sich ein signifikanter Effekt aufdecken lässt, könnte der 
signifikante Unterschied im Vergleich zur vorherigen Studie zustande gekommen sein. 
 
5.1.2 BK-Kanal Expression in kardialen Mitochondrien 
Die mitochondriale Expression von kardialen BK-Kanälen ist bisher noch immer umstritten 
vermutlich wegen des niedrigen Expressionsniveaus. Auch war lange Zeit nicht bekannt, in welchen 
myozytären Zellkompartimenten der zumeist membranständige BK-Kanal exprimiert wird. Neue 
Erkenntnisse deuten auf eine Lokalisation des kardiomyozytären BK-Kanals in der inneren 
Mitochondrienmembran hin. Zum einen wurden BK-ähnliche Ströme in Mitochondrien aus 
Meerschweinchenherzen beschrieben
275
 und eine weitere unabhängige Untersuchung bestätigte 
kürzlich Paxilline- und NS11021-sensitive BK-Ströme in  Mitoplasten aus murinen 
Kardiomyozyten
271
. Darüber hinaus haben Singh und Mitarbeiter vor kurzem gezeigt, dass 
kardiomyozytäre BK-Kanäle eine neuartige C-terminale Spleißvariante mit 50 Aminosäuren (mit dem 
Namen DEC) enthalten
272
. Diese Spleißvariante wird bevorzugt in Mitochondrien adulter 
Kardiomyozyten exprimiert. Außerdem wurden sowohl in isolierten Kardiomyozyten als auch in 
isolierten kardialen Mitochondrien spezifische Immunfluoreszenzfärbungen durchgeführt, die eine 
mitochondriale Lokalisation des BK-Kanals bestätigten (siehe auch Abschnitt 1.7.2). Im Rahmen der 
Arbeit von Singh und seinen Mitarbeitern konnte zudem der BK-Kanal mittels Western-Blot-Analyse 
in Mitochondrienlysaten des BK-WT nachgewiesen werden. Die Befunde der vorliegenden Arbeit 
bestätigen die mitochondriale Lokalisation des BK-Kanals (Abbildung 4.1F und Abbildung 4.2F und 
G). Das Molekulargewicht der immundetektierten Banden weist darauf hin, dass der mitoBK 
annähernd dieselbe molekulare Größe wie der plasmatransmembranäre BK-Kanal in anderen 
Zellstrukturen aufweist. Es zeigten sich in BK-WT VM zwei spezifische Banden bei ca. 130 kDa 
(siehe Abbildung 4.1F). Die Feststellung, dass die primäre Untereinheit des mitoBKs eine Größe von 
ca. 130 kDa hat, steht in Einklang mit der Studie von Singh und seinen Mitarbeitern
272
. Diese 
detektierten ebenfalls zwei spezifische Banden, eine bei ca. 140 kDa und eine kleinere bei 
ca. 100 kDa. In dieser Studie wurde das Protein in mitochondrialen Lysaten aus isolierten 
Kardiomyozyten nachgewiesen, während in der vorliegenden Arbeit mitochondriale Lysate aus 
Ventrikel untersucht wurden. Die kürzere Bande in beiden Studien entspricht wahrscheinlich einem 
proteolytischen Fragment. Diese Annahme wird durch die Tatsache gestützt, dass der BK-Kanal 
bekanntermaßen während der enzymatischen Isolation eine C-terminale Spaltung erfährt und 
Fragmente ähnlicher Größe erzeugt
365
. In beiden Studien (Singh und der vorliegenden Arbeit) wurden 
die mitochondrialen Lysate mit demselben polyklonalen Antikörper (von Alomone Labs, siehe 2.3.8), 
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der gegen eine bestimmte C-terminale Sequenz der plasmamembranären -Untereinheit des BK-
Kanals gerichtet ist, untersucht.  
In den hier verwendeten Kardiomyozyten-spezifischen BK-Mutanten konnte der Kanal ebenfalls 
mittels Western-Blot-Analyse in mitochondrialen Lysaten aus isolierten Kardiomyozyten 
nachgewiesen werden (Abbildung 4.2F und G). Es zeigte sich sowohl mit einem polyklonalen 
(Eigenherstellung, siehe 2.3.8) als auch mit einem monoklonalen Antikörper (NeuroMab clone L6/60, 
siehe 2.3.8) eine Proteinbande bei ca. 150 kDa im Mitochondrienlysat der CMBK-CTR, während die 
entsprechenden CMBK-KO Proben BK-negativ blieben. Die unterschiedliche Größe der Bande zu den 
vorherigen Studien kommt eventuell durch die unterschiedlich verwendeten Antikörper oder leicht 
veränderten Laufgeschwindigkeiten der Proteine zustande. Auch die gesamte Proteinmenge des BK-
Kanals könnte in den VM- und CMM-Proben variieren. Zudem könnten kleine Unterschiede der 
enzymatischen Isolation (vgl. Abschnitt 3.5.1 und 3.5.2) posttranslationale Modifikationen wie 
Glykosylierung, Phosphorylierung oder proteolytische Spaltungen des Kanals beeinflussen, was eine 
leicht veränderte Laufgeschwindigkeit und somit das unterschiedliche Molekulargewicht erklären 
würde. In Einklang mit vorrausgegangen Studien
271,272,275
 und gestützt durch die wiederholte 
Bestätigung der Reinheit der isolierten Mitochondrien (Anhang Abbildung 7.1) konnte im Rahmen der 
vorliegenden Arbeit eindeutig die mitochondriale Lokalisation des BK-Kanals bestätigt werden.  
 
5.2 Die cGKI ist an der äußeren Mitochondrienmembran lokalisiert 
Es wurde bereits gezeigt, dass der BK-Kanal in anderen Zelltypen (z.B. Glattmuskelzellen und 
Nierenzellen) direkt durch die cGKI phosphoryliert werden kann
192
 und es ist hinreichend bekannt, 
dass cGMP/cGKI die BK-Kanal-Aktivität in verschiedenen Zelltypen direkt moduliert
366,367
. Darüber 
hinaus wird postuliert, dass der kardioprotektive Stimulus des mitoKATP- und/oder mitoBK-Kanals 
über den cGMP/cGKI-Signalweg vermittelt wird (siehe auch Abschnitt 1.6.4 und 1.7.3). Der genaue 
Mechanismus, wie das protektive Signal der cytosolischen cGKI über die OMM zu den 
mitochondrialen K
+
-Kanälen, in der IMM transferiert wird, ist noch unklar. Dass diese 
Signaltransduktion stattfindet konnte bereits für den mitoKATP-Kanal gezeigt werden
218
. Im Rahmen 
der vorliegenden Arbeit wurde zum ersten Mal eine Assoziation zwischen der cGKI und kardialen 
Mitochondrien gezeigt (Abbildung 4.4 und Anhang Abbildung 7.2). Durch Western-Blot-Analysen 
von mitochondrialen Proteinlysaten kann eine Assoziation zwischen der cGKI und Mitochondrien 
postuliert werden. In den untersuchten VM-, CMM- und HL-Proben konnte wiederholt eine eindeutige 
Proteinbande bei ca. 75 kDa mit verschiedenen spezifischen cGKI-Antikörpern detektiert werden 
(Abbildung 4.4A und B, Abbildung 7.2A – D). Die starke Proteinbande der cGKI in den CMM-
Proben im Vergleich zu der schwächeren Bande in den VM-Proben deutet auf eine direkte Assoziation 
zwischen der cGKI und den Mitochondrien in Kardiomyozyten hin. Außerdem konnte mit Hilfe des 
Proteinase K Protection Assays die Lokalisation der cGKI in den Mitochondrien weiter eingegrenzt 
werden (Abbildung 4.4C) und es kann somit eine cGKI-Lokalisation an der OMM postuliert werden. 
Nach Verdau mit Proteinase K war nur noch eine sehr schwache cGKI-Bande detektierbar und auch 
das in der OMM lokalisierte TOM20 war in den Proteinase K behandelten Proben kaum nachweisbar, 
was auf einen unvollständigen Verdau mit Proteinase K hindeutet. Um die Lokalisation der cGKI an 
der OMM endgültig zu bestätigen sollten daher weitere Versuche mit unterschiedlichen 
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Konzentrationen und Inkubationszeiten der Proteinase K in Betracht gezogen werden. Darüber hinaus 
ist noch nicht geklärt, wie das protektive Signal der cGKI letztendlich an K
+
-Kanäle in der IMM 
weitergeleitet wird. Die Befunde der vorliegenden Arbeit lassen darauf schließen, dass die cGKI ein 
bisher unbekanntes zwischengeschaltetes Protein phosphoryliert, das das kardioprotektive Signal an 
mitochondriale K
+
-Kanäle an der IMM weiterleitet. Jedoch wurden die Versuche nur unter 
Basalbedingungen durchgeführt. Daher sollte darüber hinaus die Lokalisation und Dynamik der cGKI 
bei Hypoxie und Reoxygenierung sowie Erhöhung der cGMP-Konzentration untersucht werden. Auch 
die Orientierung des mitoBKs in der IMM ist bisher noch nicht geklärt. Auf Grund neuester Patch-
Clamp-Analysen mit den BK-Kanalblockern Iberiotoxin und Charybotoxin wird eine Ausrichtung des 
Kanals mit dem C-Terminus in Richtung der Mitochondrienmatrix postuliert
368
. Eine weitere 
unabhängige Studie konnte darüber hinaus in IMM-Patch-Clamp-Analysen von BK-WT Mitoplasten 
NS11021- und Paxillin-sensitive BK-Ströme zeigen, die durch die Zugabe von 8-Br-cGMP und cGKI 
moduliert werden konnten
355
. Die Autoren schlossen daher auf eine cGMP/cGKI-vermittelte 
Phosphorylierung und somit Aktivierung des mitoBKs. Es konnte somit in dieser Studie unter 
Basalbedingungen ein Zusammenhang zwischen cGMP/cGKI und der BK-Kanalfunktion gezeigt 
werden. Zum genauen Verständnis des Signalweges ist es jedoch unerlässlich die Frage zu klären wie 
und ob die cGKI bei Hypoxie-Reoxygenierung ins Mitochondrium transferiert wird und somit die 
Öffnungswahrscheinlichkeit des mitoBKs erhöht. Co-Immunpräzipitationen mittels spezifischer 
cGKI-Antikörper und eine unterstützende Proteomanalyse könnten hier erste Anhaltspunkte von 
mitochondrialen Proteinpartnern sowie einer möglichen Interaktion der mitochondrial assoziierten 
cGKI liefern.  
 
5.3 Assoziation zwischen mitoBK und der Elektronentransportkette 
Der mitoBK muss zuerst in die Mitochondrien transportiert werden, um seine Funktion ausüben zu 
können und wahrscheinlich mit Partnerproteinen assoziieren, wie es in anderen Regionen der Zelle der 
Fall ist
276
. In der Cochlea- und in Hirnpräparaten wurden bereits erfolgreich BK-Kanalpartner 
identifiziert
369,370
. Dass der mitoBK aus kardialen Mitochondrien vergleichbare physiologische und 
pharmakologische Eigenschaften wie der plasmamembranständige BK-Kanal hat, implizieren diese 
(siehe Abschnitt 5.1.2) und zahlreiche weitere Arbeiten
272,275
. Neueste Proteinparter des mitoBKs 
konnten mittels Proteomansatz, der durch Co-Immunpräzipitation mit BK-Antikörpern und Pull-Down 
mit rekombinanter DEC-Sequenz unterstützt wurde, identifiziert werden
277
. Hierzu zählen TOM22, ein 
OMM-Protein das für den mitochondrialen Import mitverantwortlich ist und die Adeninnukleotid-
Translokase (ANT), die mit der oxidativen Phosphorylierung und der Regulation der mPTP assozziiert 
ist (siehe auch Abschnitt 1.3.3) sowie weitere Proteine der mitochondrialen Elektronentransportkette. 
Darüber hinaus wurde mit einem Zwei-Hybrid-Systemansatz eine direkte Verbindung zwischen der 
regulatorischen 1-Untereinheit von BK-Kanälen mit der mitochondrialen Cytochrom-C-Oxidase-
Untereinheit I gezeigt
278
. Da der mitochondriale Sauerstoffverbrauch unter anderem von den 
Expressionlevel der Proteine der Atmungskette in der IMM abhängt und in vorherigen Studien 
impliziert wurde, dass eine Reduktion der OXPHOS im BK-KO mit einer reduzierten COX-Aktivität 
zusammenhängt
271
, wurde die Expression ausgewählter Proteine der Atmungskette mittels Western-
Blot-Analyse untersucht (Abbildung 4.5 und Abbildung 4.6). Der mitochondriale Proteingehalt zeigte 
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in keinem der untersuchten Komplexe (Abbildung 4.5 NDUFS1-Untereinheit von Komplex I; 
Abbildung 4.6 COX IV und CytC) Unterschiede zwischen den Genotypen auf. Es kann somit davon 
ausgegangen werden, dass eventuelle Unterschiede in der mitochondrialen Respiration zwischen den 
Genotypen nicht durch eine unterschiedliche Expression der untersuchten Komplexe und des 
Cytochrom C zustande kommen. Allerdings wurden im Rahmen dieser Arbeit nur drei Untereinheiten 
der Atmungskettenkomplexe untersucht. Da von etwa 100 Proteinuntereinheiten ausgegangen werden 
muss, wäre eine mitochondriale Proteomanalyse eine sinnvolle Ergänzung, da diese eine vollständige 
Analyse der Atmungskettenkomplexe ermöglicht. Es ließe sich so überprüfen inwiefern Unterschiede 
in der mitochondrialen Respiration von (Kardiomyozyten-spezifischen) BK-defizienten Tieren und 
ihren Wurfgeschwisterkontrolltieren auf eine unterschiedliche Expression der Atmungsketten-
komplexe zurückzuführen sind. 
 
5.3.1 Die basale Respiration der Mitochondrien wird durch die Deletion des BK-
Kanals nicht beeinflusst 
Um eine Assoziation zwischen mitoBK und der ETC zu untersuchen wurden respiratorische 
Sauerstoffmessungen mittels Clark-polarographischem Sensor durchgeführt (siehe Abschnitt 3.6). Um 
die Atmungsaktivität der Mitochondrien zu stimulieren wurden unterschiedliche Substrate verwendet. 
Dabei wurden die Mitochondrien zum einen gleichzeitig mit Glutamat und Malat und zum anderen mit 
Succinat stimuliert und schließlich durch Zugabe von ADP zu maximaler Atmung angeregt (siehe 
Abschnitt 4.4). Eine Hemmung des Komplex I mit Rotenon, während einer Stimulation mit Succinat, 
fand nicht statt. Glutamat und Malat müssen dabei zuerst in der Matrix der Mitochondrien durch den 
TCA metabolisiert werden. Erst dann können die Elektronen mittels NADH auf Komplex I übertragen 
werden (siehe Abbildung 1.1B). Succinat hingegen kann direkt, durch Oxidation zu Fumarat, 
Elektronen auf Komplex II übertragen. Komplex II ist darüber hinaus ein Teil des TCA, und somit 
werden bei einer Stimulation mit Succinat, ohne Hemmung des Komplex I, auch dieser zu einem 
geringen Teil zur Elektronenübertragung angeregt. Im Rahmen der respiratorischen Messungen dieser 
Arbeit fand somit keine isolierte Betrachtung der nur durch Komplex II stimulierten Atmung statt. Die 
Konzentration der einzelnen Substrate sowie das Messprotokoll orientierten sich am Protokoll von 
Frezza et al.
338
. Der polarographische Sensor, d.h. die Clark-Sauerstoffelektrode, wurde zu Beginn der 
Arbeit ausreichend validiert. Es konnte nach erfolgtem Bespannen und Kalibrieren der Elektrode eine 
stabile Sauerstoffgrundlinie gezeigt werden, die sich über die Zeit nicht änderte (Daten nicht gezeigt). 
Zudem konnte durch Zugabe der verwendeten Substrate und ADP ein deutlicher Anstieg der 
Atmungsaktivität verzeichnet werden, was auf ein validiertes System und intakte isolierte 
Mitochondrien hindeutet. Da die Clark-Sauerstoffelektrode ein sehr sensitives System darstellt und auf 
keinen Fall längere Zeit unbenutzt bespannt sein sollte, wurde sie zu Beginn jedes Messtags neu 
bespannt und kalibriert (siehe Abschnitt 3.6). Außerdem wurden Messungen, die ungewöhnliche 
Sauerstoffausschläge zeigten, von der Auswertung ausgenommen. Daher kann von reproduzierbaren 




Die basalen respiratorischen VM-Messungen zeigten in der Auswertung der Atmungsaktivität keine 
signifikanten Unterschiede zwischen BK-WT und BK-KO (Abbildung 4.7A und B). In den BK-WT 
VM war zumindest ein tendenziell erhöhter Sauerstoffverbrauch in der ADP-stimulierten State-3 
Atmung und ein tendenziell niedrigerer Sauerstoffverbrauch in der State-4 Atmung zu beobachten, 
wodurch sich signifikante Unterschiede im RCR zwischen BK-WT und BK-KO ergaben (Abbildung 
4.7C). Diese basalen Atmungsmessungen sowie die signifikante Reduktion des RCR erlaubt die 
Schlussfolgerung, dass der BK-Kanal möglicherweise mit der ETC assoziiert ist. Dabei deuten die 
Änderungen in der ADP-stimulierten Atmung auf eine gesteigerte Effizienz der mitochondrialen 
Respiration hin. Die Ergebnisse stehen in Einklang mit vorausgegangen Studien. So zeigte die Gruppe 
um Soltysinska an permeabilisierten ventrikulären Muskelfasern, dass eine BK-Deletion die OXPHOS 
signifikant abschwächt
271
. Die OXPHOS wurde in dieser Studie, bei einer Stimulation des Komplex I 
mit Glutamat und Malat, als State-3 Atmung der Mitochondrien definiert. Die im Rahmen dieser 
Arbeit vorliegenden Befunde der VM-Messungen zeigten ebenfalls eine tendenziell reduzierte 
OXPHOS im State-3 in den BK-KO mit Glutamat und Malat (Abbildung 4.7B). Die basalen 
respiratorischen CMM-Messungen (Abbildung 4.8) konnten diese Beobachtungen jedoch nicht 
bestätigen. Die CMM-Messungen mit Glutamat und Malat sowie die CMM-Messungen mit Succinat 
zeigten keinen Unterschied im Sauerstoffverbrauch zwischen BK-WT und BK-KO (Abbildung 4.8A – 
C). Die neueren CMM-Messungen (nach Isolation der Kardiomyozyten mit Liberase DH) zeigten 
ebenfalls keine Unterschiede (Abbildung 4.8D – F) und bestätigten die vorrausgegangen CMM-
Messungen, bei denen die Isolation der Kardiomyozyten mit Collagenase II erfolgte. Offensichtlich ist 
der mitoBK in CMM unter diesen basalen Bedingungen in einem inaktiven Zustand und hat somit 
keinen Einfluss auf die ETC. Unter Berücksichtigung dieser Befunde wäre der in den VM-Messungen 
beobachtete Effekt nicht auf mitoBK-Kanäle der Kardiomyozyten zurückzuführen. In der Tat lässt 
sich nicht ausschließen, dass zu diesen respiratorischen Messungen neben kardiomyozytären 
Mitochondrien auch Mitochondrien aus anderen kardialen ventrikulären Strukturen wie Fibroblasten 
und Endothelzellen beigetragen haben. Die respiratorischen Mitochondrienmessungen, wie sie im 
Falle der vorherigen Studie von Soltysinka und Mitarbeitern
271
 an permeabilisierten Fasern 
durchgeführt wurden, stellen in situ Repirationsmessungen dar und erlauben Interaktionen der 
Mitochondrien mit anderen Zellorganellen wie beispielsweise Komponenten des Cytoskeletts. Im 
Gegensatz hierzu wurden die respiratorischen Messungen im Rahmen dieser Arbeit mit isolierten 
Mitochondrien durchgeführt, was möglicherweise eine funktional bedeutende Interaktion der 
mitochondrialen BK-Kanäle sowie der ETC mit weiteren zellulären oder kardialen Komponenten 
ausschließt (siehe auch Abschnitt 5.5).  
 
5.3.2 Die pharmakologische Stimulation des BK-Kanals hat keinen erheblichen 
Einfluss auf die mitochondriale Respiration 
Die respiratorischen CMM-Messungen gaben keinen Hinweis auf einen Einfluss des mitoBKs auf die 
Funktion der ETC (siehe Abschnitt 5.3.1). Eine mögliche Erklärung hierfür wäre, dass sich der Kanal 
unter den basalen in vitro Bedingungen in einem inaktiven Zustand befindet. Daher wurden die 
respiratorischen Messungen in Gegenwart pharmakologischer Substanzen durchgeführt, die 
letztendlich zu einer Stimulation des BK-Kanals führen sollten. Durch Zugabe des membrangängigen 
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cGMP-Analogons 8-Br-cGMP sollte die mit den Mitochondrien assoziiert cGKI an der OMM 
stimuliert werden. Wie bereits ausgeführt ist der BK-Kanal ein direktes Phosphorylierungstarget des 
cGMP/cGKI-Signalwegs
192,366,367
 (siehe auch Abschnitt 1.7.4). Zudem postulieren verschiedene 
Studien, dass cGMP-abhängige Mechanismen wichtige Komponenten des Zellüberlebens bei 
Hypoxie-Reoxygenierung sind. Über eine cGMP/cGKI-vermittelte Aktivierung des BK-Kanals wird 
durch den nachfolgenden K
+
-Einstrom eine Entkopplung der ETC und ROS-Bildung postuliert
292
. Es 
konnte im Rahmen dieser Arbeit, unter basalen Respirationsbedingungen und einer Stimulation mit  
8-Br-cGMP, jedoch keine Änderung der OXPHOS und damit kein Einfluss des mitoBKs auf die ETC 
in BK-WT CMM beobachtet werden (Abbildung 4.9). Dies lässt die Vermutung zu, dass cGMP den 
mitoBK unter den hier getesteten basalen Bedingungen nicht aktiviert. Zumindest im zellfreien 
System kommt es nicht zur Interaktion des cGMP/cGKI-Signalweges und dem mitoBK. Da das 
Ausmaß der Phosphorylierungsaktivität der cGKI auch von Cofaktoren wie ATP anhängt
218
, ist jedoch 
unklar ob es in den hier analysierten Mitochondrien nach Zugabe von 8-Br-cGMP (ohne Zugabe von 
Mg
2+
-ATP) tatsächlich zur Stimulation der cGKI gekommen ist. Da mittels 8-Br-cGMP kein mitoBK-
abhängiger Einfluss auf die mitochondriale Respiration ersichtlich war, wurde die Öffnungs-
wahrscheinlichkeit des BK-Kanals durch direkte Zugabe des BK-Kanalöffners NS11021 erhöht. Die 
Ergebnisse dieser Experimente sind weniger eindeutig. Eine Stimulation isolierter Mitochondrien mit 
unterschiedlichen NS-Derivaten zeigt in der Literatur ebenfalls keine eindeutigen Befunde. So konnte 
in verschiedenen Studien isolierter Mitochondrien bei einer BK-Kanal-Öffnung mit NS1619 ein 
geänderter substratabhängiger Sauerstoffverbrauch und inhibitorische Effekte auf die Respiration 
beobachtet werden
295,316,371,372
. Die Gruppe von Heinen zeigte zuletzt, dass die Glutamat/Malat bzw. 
Succinat ± Rotenon-stimulierte State-2 und ADP-stimulierte State-4 Atmung durch Stimulation mit 
NS1619 erhöht war. Während die ADP-stimulierte State-3 Atmung unter NS1619 bei einer 
Stimulation des Komplex I unbeeinflusst blieb, war interessanterweise die ADP-stimulierte State-3 
Atmung unter NS1619 bei einer Stimulation des Komplex II ± Rotenon niedriger
293,295
. Die 
gleichzeitige Hemmung des BK-Kanals mit Paxillin hob die atmungshemmende Wirkung von NS1619 
jedoch nicht bzw. nicht komplett auf, was auf mitoBK-unabhängige Effekte schließen lässt. Auch 
Chancerini hatte einen inhibitorischen Effekt von NS1619 auf die mitochondriale Respiration 
berichtet
316
. In der entsprechenden Studie war durch Stimulation mit NS1619 der Sauerstoffverbrauch 
in der State-4 Atmung erhöht und in der State-3 Atmung gehemmt, woraus letztlich eine Reduktion 
des RCR resultierte. Diese Effekte wurden auch zuvor von Debska und Mitarbeitern in Mitochondrien 
aus Gliomazellen beobachtet
372
. Die Selektivität und die Effekte des NS1619 bleiben daher umstritten. 
Inzwischen wird häufig das selektivere potentere NS11021 verwendet, das konzentrationsabhängige 
Effekte zeigt. Entsprechend konnte in nanomolaren Konzentrationen Paxillin-sensitive Effekte von 
NS11021 gezeigt werden. NS11021 führte dabei durch verringerten Sauerstoffverbrauch in der Sate-4 
Atmung zu einer Verbesserung des RCR. Im mikromolaren Bereich (1 μM) war hingegen eine 
Depolarisation der Mitochondrienmembran sowie ein erhöhter Sauerstoffverbrauch im State-4 und 
eine Reduktion des RCR zu beobachten
289
. Die mikromolaren Effekte von NS11021 waren weder 
Kalium-abhängig noch Paxillin-sensitiv. Die Autoren schlossen daher auf mitoBK-unabhängige 
Mechanismen sowie unspezifische Effekte des NS11021 die letztlich zur Bildung eines unspezifischen 
Protonenlecks führten. Diese konzentrationsabhängigen Effekte von NS11021 auf die Atmung 
isolierter Mitochondrien konnten auch in der vorliegenden Arbeit beobachtet werden. So war in 
Gegenwart von 3 µM  NS11021 (Abbildung 7.4) keine Steigerung des Sauerstoffverbrauchs durch 
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Substrat- und ADP-Zugabe mehr möglich. Es liegt daher nahe, dass NS11021 in diesem mikromolaren 
Konzentrationsbereich toxisch oder unselektiv wirkt. Durch unselektive Stimulation und Öffnung von 
mitochondrialen Ionenkanälen (wie Beispielsweise Kv1.3 oder mitoKATP
13
) oder Carrierproteinen 
könnte es zu einem unspezifischen Protonenleck kommen, was zu einer enormen ROS-Bildung und 
Schädigung der mitochondrialen Atmungskettenkomplexe führt
373
. Dadurch wäre eine Steigerung des 
Sauerstoffverbrauchs durch Stimulation mit Substraten und ADP nicht mehr möglich. In einer 
nanomolaren Konzentration (Abbildung 4.10 300 nM und Abbildung 7.6 150 nM) konnten mit 
NS11021 hingegen Effekte auf die Atmungsaktivität beobachtet werden. Dies hatte zuletzt in BK-WT 
CMM einen erhöhten RCR unter NS11021-Stimulation zur Folge (Abbildung 4.10F), was auf eine 
Erhöhung der OXPHOS durch Öffnung des mitoBKs hindeutet. Jedoch zeigten sich in BK-KO CMM 
unter NS11021-Stimulation kontroverse paradoxe Effekte (vgl. Abbildung 4.10A – C und Abbildung 
4.10D – F). Daher kann nicht sicher davon ausgegangen werden, dass der beobachtete Effekt in den 
isolierten Mitochondrien aus BK-WT Kardiomyozyten durch den mitoBK vermittelt wird. Eventuell 
ist die eingesetzte Konzentration von NS11021 noch immer zu hoch und sollte für eindeutige mitoBK-
vermittelte Effekte noch niedriger dosiert werden. Offenbar hat NS11021 eine sehr enge nicht-
toxische Wirkkonzentration. Eventuell hat der BK-Kanalöffner in einer zu hohen Konzentration 
biphasische divergente Wirkungen (siehe auch Abschnitt 5.5). Um die Spezifität des NS11021 weiter 
zu überprüfen, sollte daher auch im Rahmen der durchgeführten Versuche die Paxillin-Sensitivität 
getestet werden.  
 
5.3.3 Paradoxe Beobachtung bei der respiratorischen Messungen von CMBK-
defizienten kardiomyozytären Mitochondrien 
Bei den respiratorischen Messungen der isolierten CMM aus den CMBK-Mutanten wurden keine 
Unterschiede zu den CMM-Messungen aus globalen BK-Mutanten erwartet. Jedoch zeigten die 
CMM-Messungen der CMBK-KO einen ungewöhnlich hohen und sogar signifikant höheren 
Sauerstoffverbrauch in der ADP-stimulierten State-3 und State-4 Atmung im Vergleich zu CMBK-
CTR CMM. Dieser gesteigerte Sauerstoffverbrauch war sowohl unter unstimulierten Basalmessungen 
(Abbildung 7.3) als auch in Gegenwart von NS11021 (300 nM; Abbildung 7.5) zu beobachten. 
Insgesamt waren diese Befunde unerwartet und teilweise im klaren Widerspruch zu den 
respiratorischen CMM-Messungen des globalen BK-KO. Letztlich lässt sich die Ursache für die im 
Rahmen dieser Arbeit beobachteten Atmungsunterschiede zwischen den CMBK-CTR und CMBK-KO 
versus BK-WT und BK-KO Mitochondrien nicht abschließend aufklären. Um interexperimentelle 
Streuungen auszuschließen sollten zukünftig Schlüsselexperimente zur Respiration der Mitochondrien 
im direkten Vergleich der vier Genotypen durchgeführt werden. Mit diesem Ansatz würden sich die 
störanfälligen Atmungsmessungen letztlich besser kontrollieren lassen. Beispielsweise fallen 
Änderungen in den Pufferzusammensetzungen und Schwankungen in der Umgebungstemperatur bei 




5.4 Einfluss des BK-Kanals auf das Überleben isolierter Kardiomyozyten 
bei Hypoxie-Reoxygenierung  
5.4.1 Der Zelltod in vitro wird durch nekrotische Vorgänge bestimmt 
ATP-Mangel, oxidativer Stress, Hypoxie und Reoxygenierung führen zu intrazellulärer Schädigung. 
Es kommt zum einen durch den Kollaps der zellulären Homöostase, dem ATP-Verlust sowie der 
Aktivierung von Proteasen und der durch den erhöhten Ionengehalt osmotischen Schwellung der Zelle 
zu Nekrose. Zum anderen werden durch die Freisetzung von Cytochrom C, als Folge des 
Zusammenbruchs des Membranpotentials der Mitochondrien, ROS-Bildung und durch die Öffnung 
der mPTP apoptotische Signalwege ausgelöst (siehe Abschnitt 1.4). In welchem Ausmaß bei Hypoxie 
und Reoxygenierung Nekrose und Apoptose zum Zelluntergang beitragen ist bisher unklar. 
Mitochondrialen BK-Kanäle wird eine zellprotektive Wirkung zugeschrieben. Sie sollen das Herz vor 
einem hypoxieinduziertem Schaden schützen
271,272,275
. Einer der vorgeschlagenen Mechanismen, durch 
den die mitoBK-Aktivierung das Überleben nach einer Ischämie begünstigt, ist eine verbesserte 
mitochondriale Ca
2+
-Toleranz und Regulation der mPTP-Öffnung
272,290,292
. Die Arbeitsgruppe um 
Detlef Siemen hat in Patch-Clamp-Analysen gezeigt, dass das Bcl-XL-Protein direkt mit der mPTP 
interagiert und diese hemmt
374
. Das proapototische Bax-Protein hingegen transloziert ins 
Mitochondrium und induziert über eine Inhibition des mitoBKs die Öffnung der mPTP
374,375
. Darüber 
hinaus konnte in anderen Zelltypen wie beispielsweise den Haarsinneszellen der Cochlea oder 
humanen Glioblastomzellen bereits ein Zusammenhang zwischen dem BK-Kanal und apoptotischen 
Vorgängen gezeigt werden
376,377
. Auch in vivo konnte ein Zusammenhang zwischen der Deletion des 
mitoBKs und einer erhöhten Apoptoserate nach 30 min Ischämie und 120 min post-ischämischer 
Reperfusion (I/R) in CMBK-Mutanten gezeigt werden
355
. Hier wurde über DNA-Fragmentierung die 
Apoptoserate in Herzmuskelschnitten nach I/R bestimmt. In der vorliegenden Arbeit konnten in vitro 
Untersuchungen von BK-KO Kardiomyozyten diese erhöhte Apotoserate nach 90 min Hypoxie und 
anschließender Reoxygenierung von 120 min nicht bestätigt werden. Das Ausmaß der Apoptose 
wurde über die Aktivität der zentralen Caspase-3 ermittelt (siehe 3.4.1).  Die Messdaten der 
vorliegenden Arbeit zeigten eindeutig, dass in vitro bei HR isolierter Kardiomyozyten ausschließlich 
Nekrose stattfindet. Ein Anstieg der Caspase-3-Aktivität nach HR im Vergleich zu NR konnte in 
keinem der beiden Genotypen gezeigt werden (Abbildung 4.13B). Darüber hinaus konnte auch mittels 
Western-Blot-Analyse keine Aktivierung der Caspase-3 (Abbildung 4.20) während der 120-minütigen 
Reoxygenierung nach 90 min Hypoxie gezeigt werden. Das Ausmaß der nekrotischen Zellzerstörung 
wurde über die Aktivität der freigesetzten LDH im Zellmedium (siehe 3.4.2) erfasst. Im LDH-Assay 
war ein deutlicher Anstieg des nekrotischen Zelltods nach Hypoxie bzw. HR im Vergleich zur 
Normoxie bzw. NR erkennbar (Abbildung 4.12B und Abbildung 4.13A). Tendenziell zeichnete sich 
dabei in BK-KO Kardiomyozyten ein erhöhter nekrotischer Zelltod nach Hypoxie bzw. HR im 
Vergleich zu BK-WT Kardiomyozyten ab. Dieser Unterschied bestätigte die lichtmikroskopischen 
Aufnahmen (Abbildung 4.12A) erreichte jedoch nicht das statistische Signifikanzniveau. Um die 
Zelltodmechanismen genauer zu spezifizieren, ist es daher erstrebenswert weitere Untersuchungen zu 
apoptotischen und nekrotischen Signalwegen zu tätigen. Die Apoptose wird über komplexe 
Signalkaskaden reguliert und es gibt viele Möglichkeiten die Aktivität der beteiligten Proteine und das 





 und die der vorliegenden in vitro Untersuchung. Während die DNA-Fragmentierung 
zu einer späteren Phase der Apoptose auftritt
378
, wird die Caspase-3 eher zu Beginn der Apoptose 
aktiviert
336
. Auch die Kinetik des Zelltods ist in jedem Modellsystem unterschiedlich. Einige Proteine, 
darunter auch Caspasen, werden nur vorrübergehend aktiviert
379-381
. Kultivierte Zellen, die in vitro 
apoptotischen Vorgängen unterliegen werden schließlich nekrotischen Vorgängen unterzogen, was das 
Ergebnis des apoptotischen Zelltods verfälschen kann
382,383
. In diesem Zusammenhang scheinen auch 
Zeitverläufe des durch Hypoxie- und Reoxygenierung-induzierten apoptotischen und nekrotischen 
Zelltods sinnvoll. Alternative Methoden zur sensitiven Darstellung der Apoptose nutzt die 
Durchflusszytometrie. Hier kann die DNA-Fragmentierung mittels TUNEL-Methode oder per 
Detektion von Annexin-V zusammen mit einer Propidiumjodid-Färbung erfolgen, um Auswirkungen 
der in vitro Hypoxie-Reoxygenierung möglicherweise besser darzustellen.  
 
5.4.2 Eine pharmakologische Aktivierung des BK-Kanals bei in vitro Hypoxie-
Reoxygenierung hat keinen Vorteil für das Überleben isolierter Kardiomyozyten 
In der Vergangenheit wurde primär der mitoKATP für die protektiven Eigenschaften bei Hypoxie-
Reoxygenierung und den K
+
-Einstrom in die Mitochondrien verantwortlich gemacht
116,384-386
. 
Allerdings ist der KATP-Kanal auch im Sarkolemm der Kardiomyozyten lokalisiert
387
 und daher wird 
die spezifische Modulation des mitoKATP Kanals  sowie dessen protektive Rolle bei I/R immer wieder 
kontrovers diskutiert
388,389
. Die Beteiligung des mitoBKs konnte kürzlich in vivo in einem akuten 
Myokardinfarktmodell bestätigt werden
355
. Bereits nach 30 min Ischämie, gefolgt von 120 min 
Reperfusion konnte sowohl in globalen BK-defizienten als auch in CMBK-defizienten Mäusen im 
Vergleich zu den entsprechenden Wurfgeschwisterkontrolltieren eine signifikant erhöhte Infarktgröße 
gezeigt werden. In Langendorff-perfundierten Herzen war hingegen erst nach pharmakologischer 
Aktivierung des BK-Kanals mittels NS1619 oder nach ischämischer Präkonditionierung eine BK-
Kanal-vermittelte Kardioprotektion zu beobachten
271,272
. So wirkten NS1619 und NS11021, die die 
Öffnungswahrscheinlichkeit des BK-Kanal erhöhen, sowohl in vivo als auch ex vivo im Langendorff-
perfundierten Herzen kardioprotektiv
275,318
 und auch im in situ Myokardinfarktmodell konnte mit 
NS11021 eine Kardioprotektion in CMBK-Mutanten gezeigt werden
355
. Neben diesen protektiven 
Eigenschaften der NS-Derivate berichteten jedoch andere Autoren unspezifische Effekte, wie das 
Öffnen andere Ionenkanäle
313,314,390
 und Hemmung der mitochondrialen Funktion
294,316,371,372,391
. Das 
Ausmaß der nekrotischen Zellzerstörung wurde im Rahmen dieser Arbeit über die Aktivität der 
freigesetzten LDH im Zellkulturmedium erfasst. Im Gegensatz zu den in vivo Befunden im akuten 
Myokardinfarktmodell
355
 konnte in vitro kein signifikanter Zelltodunterschied zwischen den 
Genotypen festgestellt werden (Abbildung 4.12 und Abbildung 4.13A). Auch eine pharmakologische 
Stimulation des BK-Kanals durch cGMP-Erhöhung (mittels 8-Br-cGMP oder Cinaciguat; Abbildung 
4.14 und Abbildung 4.15) oder BK-Kanal Öffnung mittels NS11021 (Abbildung 4.16) zeigte in dem 
hier untersuchten in vitro Hypoxie-Reoxygenierungsmodell keine Herzzellprotektiven Effekte. Eine 
Limitation dieser Versuche ist, dass die durch 8-Br-cGMP bzw. Cinaciguat-vermittelte Stimulation der 
cGKI nicht direkt überprüft wurde. Es bleibt damit unklar ob der Signalweg unter den hier gewählten 
Hypoxie-Reoxygenierungsbedingungen intakt ist und ob ausreichend Co-Substrate für die Stimulation 
der cGKI (z.B. ATP) vorhanden waren. Insgesamt wird verdeutlicht, dass eine Übertragbarkeit der 
5 Diskussion 
121 
im vivo generierten Ergebnisse auf primäre Zellkultursysteme nicht einfach zu realisieren ist. 
Vermutlich kommt die in vivo Kardioprotektion in Kardiomyozyten durch ein Zusammenspiel der 
Kardiomyozyten im kontrahierenden Verband sowie mit anderen (nicht)kardialen Zelltypen zustande. 
Diese Vermutung wird gestützt von einer aktuellen Arbeit von Wojtovich und Mitarbeitern, die BK-
Kanal-unabhängige kardioprotektive Effekte gezeigt hat
392
. Die Autoren postulieren, dass nicht der 
mitoBK, sondern der BK-Kanal in intrinsischen kardialen Neuronen für die Kardioprotektion 
verantwortlich ist. Sie zeigten zum einen, eine sowohl durch NS1619 als auch durch NS11021-
vermittelte Kardioprotektion im ex vivo perfundierten Langendorffherzen, wobei NS11021 10-fach 
wirksamer war als NS1619. Dieser kardioprotektive Effekt war jedoch von einer pharmakologischen 
Blockade der synaptischen Transmission durch Hexamethonium, einem Antagonisten am 
nikotinischen Acetylcholinrezeptor, abhängig. Zum andern konnte in vitro in isolierten adulten 
Kardiomyozyten und Mitochondrien von BK-WT und BK-defizienten Mäusen eine NS-vermittelte 
Kardioprotektion beobachtet werden, was die Autoren zu der Schlussfolgerung führte, dass diese 
kardioprotektiven Effekte in den Kardiomyozyten BK-Kanal unabhängig und auf Off-Target-Effekte 
der NS-Derivate zurückzuführen sind. Sie postulierten daher, dass der NS-vermittelte Schutz des 
Myokards vor einem I/R-Schaden über BK-Kanäle in Herzneuronen erfolgt.  
Basierend auf den eigenen Erkenntnissen und der Arbeit von Wojtovich sowie weiteren Hinweisen aus 
der Literatur deutet alles darauf hin, dass die mitoBK-vermittelte Kardioprotektion von mehreren 
Faktoren abhängt. Eine leichte Tendenz der BK-defizienten Kardiomyozyten zu erhöhtem Zelltod 
nach Hypoxie bzw. HR konnte in der vorliegenden Arbeit beobachtet werden (Abbildung 4.12 und 
Abbildung 4.13). Eine Protektion durch Stimulation des BK-Kanals, konnte in vitro jedoch in keinem 
der beiden Genotypen gezeigt werden, was auf einen mitoBK-unabhängigen Mechanismus des 
Zellüberlebens hindeutet. Weitere Untersuchungen zur Analyse einer mitoBK-(un)abhängig 
vermittelten Protektion der Kardiomyozyten sind daher unerlässlich. Es sollte zum einen die Hypoxie 
und Reoxygenierungszeit variiert werden sowie die Konzentration und die zeitliche Exposition der 
zugesetzten pharmakologischen Substanzen (siehe auch Abschnitt 5.5). Die vorliegenden in vitro 
Untersuchungen deuten darauf hin, dass neben dem mitoBK auch nicht-kardiomyozytäre und 
möglicherweise nicht-mitochondriale K
+
-Kanäle wichtig für die kardiopretektiven Stimuli bei HR 







 lokalisiert. Um den 
Beitrag des BK-Kanals aus Fibroblasten oder Endothelzellen zu untersuchen, sollten ergänzende 
in vivo sowie in vitro Untersuchungen mit Fibroblasten- oder Endothelzellen-spezifischen BK-
defizienten Mäusen in Betracht gezogen werden. Eine Tamoxifen-induzierbare Cre-transgene Maus 
unter der Kontrolle des Postn-Promotors
395
 wäre geeignet um eine Fibroblasten-spezifische BK-KO 
Maus zu generieren. Ein endothelial-spezifischer Promotor wäre hingegen Tie2, mit dem eine 






5.5 Limitationen der in vitro Untersuchungen an isolierten Mitochondrien 
und isolierten adulten Kardiomyozyten 
Die Betrachtung eines einzelnen Kompartiments einer Zelle, wie den Mitochondrien, stellt eine 
gewisse Limitation dar und bringt einige Nachteile mit sich. Kardiale Mitochondrien werden in zwei 
funktionell unterschiedliche Subpopulationen unterteilt. Die subsarkolemmalen Mitochondrien (SMM) 
befinden sich direkt unterhalb der Plasmamembran, während die interfibrilliären Mitochondrien (IFM) 
in longitudinalen Reihen entlang des kontraktilen Apparats angeordnet sind
362,398
. Diese wurden 
erstmalig von Stenger und Spiro
362
 elektronenmikroskopisch beschrieben und einige Jahre später 
gelang es June W. Palmer
398
 zum ersten Mal diese Subpopulationen getrennt voneinander zu isolieren.  
Die mitochondrialen Subpopulationen wurden in vielen nachfolgenden Studien unter physiologischen 
und pathophysiologischen Bedingungen untersucht, wobei sich biochemische und morphologische 
Unterschiede zeigten
399,400
. Es ist ausreichend in der Literatur beschrieben, dass die ADP-stimulierte 
Atmung und somit der Sauerstoffverbrauch im State-3, analog zur ATP-Produktion, in den IFM 
deutlich höher ist als in den SSM
398
. Im Rahmen der respiratorischen Messungen dieser Arbeit wurde 
keine getrennte Isolation vorgenommen. Durch die hier verwendete Isolationsmethode wird die 
funktionelle Lokalisation der Mitochondrien aufgelöst. Des Weiteren befinden sich die isolierten 
Mitochondrien nicht mehr in der zellphysiologischen Umgebung. Es findet jedoch immer ein 
Crosstalk zwischen den einzelnen Kompartimenten einer Zelle statt, nicht zuletzt da ATP durch die 
ANT ins Cytosol der Zelle gelangt und hier für den zellulären Energiebedarf verbraucht und somit 
dem System entzogen wird. Diese Energieabgabe von ATP führt primär zur Bildung von ADP und Pi, 
was ein Absinken im ATP zu ADP-Verhältnis zur Folge hat und die ATP-Produktion weiter antreibt. 
Darüber hinaus herrschen während der respiratorischen Messungen keine zellphysiologischen 
Bedingungen. Die State-2 und State-4 Atmung werden jeweils durch den Mangel an ADP limitiert und 
die State-3 Atmung hingegen durch einen Überschuss an ADP bedingt. Diese Bedingungen treten 
niemals in vivo auf. Die respiratorischen Messungen der vorliegenden Arbeit wurden außerdem alle 
unter basalen Bedingungen, d.h. bei Normoxie durchgeführt. Eventuell ist die Öffnungs-
wahrscheinlichkeit des BK-Kanals nur unter anfänglichem Zellstress wie Hypoxie-Reoxygenierung 
gegeben, wenn die Mitochondrien sich in einem reduzierten Zustand befinden. Letztlich bleibt unklar, 
inwiefern ETC und ATP-Produktion bei hypoxischen Bedingungen oder nach Reoxygenierung durch 
den mitoBK moduliert werden. Die respiratorischen Messungen unter Hypoxie-Reoxygenierung 
führten im Rahmen dieser Arbeit zu technischen nicht überwindbaren Schwierigkeiten. Verschiedene 
in der Literatur etablierte Hypoxie-Reoxygenierungsprotokolle
401,402
 wurden zur Untersuchung der 
isolierten Mitochondrien herangezogen. So war weder nach einer 45 min normoxischen Inkubation bei 
37°C, 5% CO2 und 21% O2 noch nach einer hypoxischen Inkubation von 30 min bei 37°C, 5% CO2 
und 0% O2 mit anschließender Reoxygenierung von 15 min bei 37°C, 5% CO2 und 21% O2 ein 
erhöhter Sauerstoffverbrauch im State-3 durch Stimulation mit ADP möglich (siehe Anhang 
Abbildung 7.7A und B). Dies deutete auf einen irreversiblen temperaturbedingten Schaden der 
Mitochondrien bei erhöhten CO2-Werten hin. Dies konnte auch durch parallele respiratorische 
Messungen von Mitochondrien die bei 4°C oder 37°C inkubiert wurden bestätigt werden (Abbildung 
7.7C). Ein weiteres Protokoll
403,404
,  bei dem die Hypoxie durch komplette Respiration des im 
Respirationsmedium enthaltenen Sauerstoffs erreicht wird (Daten nicht gezeigt) und anschließende 
anoxische Inkubation unter diesen Bedingungen, konnte ebenfalls nicht reproduziert werden. 
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Ein weiterer Aspekt ist, dass im Rahmen dieser Arbeit keine ROS- und Membranpotential-Messungen 
vorgenommen wurden. Daher sollte in zukünftigen Versuchen unbedingt das Membranpotential 
beispielsweise fluorimetrisch und die Auswirkungen einer Stimulation mit pharmakologischen 
Substanzen untersucht werden. Außerdem sollte die Entstehung von ROS beispielsweise mit ROS-
sensitiven Farbstoffen
271,405
 genauer untersucht werden. Darüber hinaus wäre es von Vorteil die 
mitochondriale Respiration in isolierten Kardiomyozyten zu untersuchen, da eventuell zusätzliche 
zelluläre Kompartimente für eine mitoBK-vermittelte Beeinflussung der ETC notwendig sind. Dies 
könnte mit einem Seahorse XFp Analyzer erfolgen, der es erlaubt die mitochondriale Respiration von 
ganzen Zellen – auch isolierten Kardiomyozyten – zu untersuchen406,407. Dieser XFp Analyzer wurde 
speziell für respiratorische Messungen in intakten Zellen entwickelt und gibt die grundlegenden 
Parameter der mitochondrialen Funktion an: Basale Atmung, ATP-Umsatz, Protonenleck, maximale 
Atmung und nicht-mitochondriale Atmung.  
Auch die Betrachtung isolierten Kardiomyozyten bringt Vor- und Nachteile mit sich. Der Vorteil der 
Analyse isolierter Kardiomyozyten im Vergleich zum gesamten Herzen ist die Beseitigung anderer 
Zelltypen, insbesondere Endothelzellen und Fibroblasten. Hierdurch werden jedoch möglicherweise 
wichtige Interaktionen zwischen den Kardiomyozyten und anderen Zelltypen zerstört. Die in vivo im 
Myokardinfarktmodell postulierten Effekte, einer mitoBK-vermittelten Kardioprotektion bei I/R
355
, 
ließen sich in vitro nicht bzw. nicht vollständig bestätigen. Es scheint, dass weitere Faktoren und/oder 
Zelltypen für die mitoBK-vermittelte Kardioprotektion in vivo nötig sind. Der Einfluss der 
Hämodynamik, der Scherstress sowie die neuronale und humorale Signaltransduktion werden im 
isoliert betrachteten System nicht berücksichtigt. Durch die Trennung der Kardiomyozyten von den 
Blutgefäßen und der umgebenden extrazellulären Matrix gehen wichtige Aspekte der 
Pathophysiologie des myokardialen I/R-Schadens verloren. Gerade die Zirkulation und Dynamik 
essentieller Substrate wie Fettsäuren, Aminosäuren und anderer Metabolite spielen, insbesondere bei 
der Reperfusion, eine essentielle, nicht vernachlässigbare Rolle
408,409
. Der Metabolismus isolierter 
Zellen verhält sich meist anders als in vivo. So sind beispielsweise isolierte Kardiomyozyten nicht in 
der Lage die Mechanik der Hyperkontraktur des Herzens bei der Reperfusion zu reproduzieren
4,410
. 
Darüber hinaus könnte der Zellisolationsprozess einen signifikanten zellulären Stress und die 
Erzeugung von oxidativen Spezies hervorrufen, die möglicherweise die Funktion von GCs, cGKI, 
PDEs und des BK-Kanals beeinflussen. Dies könnte zu Vorschädigungen der Kardiomyozyten führen, 
was die Herausarbeitung eventueller mitoBK-abhängiger Unterschiede erschwert. Außerdem ist die 
Übertragung der I/R-Stimulation auf die in vivo Zellkultur sehr schwierig. Da sich die Zellen nicht 
mehr in einem physiologischen Umfeld befinden, können kleine Variationen im pH-Wert, den 
Nährstoffzugaben sowie der Dauer der zellulären Hypoxie bzw. der Reoxygenierung große Einflüsse 
haben. Die Mikroskopie spielt hierbei eine wichtige Rolle. Um einzelne Zellen zu beobachten 
erfordert dies jedoch, dass die Kardiomyozyten adhärent sind. Dies war allerding unter Hypoxie sowie 
unter längerer normoxischer Inkubation nicht der Fall (siehe Abschnitt 4.6 sowie Abbildung 4.11 und 
Abbildung 7.8), da sich die Zellen ablösten. Eine wiederholte Visualisierung der jeweiligen Zellen war 
nicht möglich. Um die Zellen während HR besser visualisieren und beobachten zu können, würde die 
Neuetablierung von neonatalen Kardiomyozyten eine gute Alternative darstellen. Diese haben mehrere 
Vorteile gegenüber adulten Kardiomyozyten und werden häufig eingesetzt um die Auswirkungen von 
Hypoxie-Reoxygenierung zu untersuchen
411
. Sie sind leicht und vor allem über einen längeren 
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Zeitraum kultivierbar. Darüber hinaus sind neonatale Kardiomyozyten nicht so anfällig gegenüber 
exogenen Stimuli im Vergleich zu isolierten adulten Kardiomyozyten, die nur auf den Laminin-
beschichteten Platten locker anhaften. Die Isolation neonataler Kardiomyozyten ist zudem simpler und 
technisch einfacher
412
. Neonatale Kardiomyozyten sind darüber hinaus weit weniger empfindlich 
gegenüber der Calcium-Reinduktion nach der Vereinzelung der Zellen und die Zellausbeute ist stark 
erhöht im Vergleich zu adulten Kardiomyozyten. Ein weiterer großer Vorteil ist, dass im Gegensatz zu 
adulten Kardiomyozyten die neonatalen Kardiomyozyten länger in Kultur gehalten werden können, 
was unteranderem die Untersuchung der Genexpression erleichtert. Kultivierte neonatale 
Kardiomyozyten sind inzwischen für die Untersuchungen von morphologischen, 
elektrophysiologischen, biochemischen, zellbiologischen und biomechanischen Parametern zu einem 
der vielseitigsten Systeme für die Untersuchung von Herzzellfunktionen in vitro geworden. Es ist 
daher empfehlenswert für weitere Hypoxie-Reoxygenierungs-Untersuchungen die Verwendung 
neonataler BK-WT und BK-KO Kardiomyozyten in Betracht zu ziehen.  
 
5.6 Aktivierung wichtiger pro-survival Kinasen des RISK-Signalweges 
Obwohl die Kardiomyozyten dem Hypoxie-Reoxygenierungsprotokoll ausgesetzt waren, wurden sie 
effektiv vor weiterer Apoptose- und Nekrose-Induktion geschützt, da visuell in beiden Genotypen 
noch lebende Myozyten zu erkennen waren.  Darüber hinaus war kein signifikant verbessertes 
Überleben der BK-WT Kardiomyozyten gegenüber den BK-defizienten Kardiomyozyten zu 
beobachten. Es müssen somit in den Zellen Schutzmechanismus während Hypoxie-Reoxygenierung 
aktiviert werden, die diese Zellschädigungen verhindern. Eventuell werden diese in den BK-
defizienten Kardiomyozyten kompensatorisch verstärkt, weshalb etwaige signifikante Unterschiede 
zwischen den Genotypen nicht herausgearbeitet werden konnten. Bei Hypoxie und zu Beginn der 
Reoxygenierung werden im Sinne einer Limitation nekrotischer und apoptotischer Vorgänge wichtige 
intrazelluläre Signalwege aktiviert und insbesondere Kinasen hoch reguliert (siehe Abschnitt1.5.1 und 
Abbildung 1.6). Nach heutigem Kenntnisstand beinhaltet dies die Aktivierung des RISK-Signalweges, 
mit der Phosphorylierung der zentralen Effektorkinasen ERK1/2 und Akt. Daher kann die 
Manipulation und Regulation des RISK-Signalweges während der frühen Reperfusionsphase, ein 
möglicher Ansatz zur Begrenzung des reperfusionsinduzierten Zelltods darstellen. Es wurde bereits 
sowohl in vivo als auch in vitro gezeigt, dass ERK1/2 und Akt durch I/R bzw. HR aktiviert  
werden
95-97
. Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass zu Beginn der Reperfusion die ERK1/2- 
sowie Akt-Phosphorylierung ansteigt und mit der Zeit wieder abnimmt
413
. Um die Aktivierung dieser 
pro-survival Kinasen sowie das maximale Ansprechen, die Signaldauer und das Signalende zu 
erfassen, wurde die Kinetik der Phosphorylierung verschiedener pro-survival und proapoptotischer 
Kinasen bei in vitro Hypoxie-Reoxygenierung untersucht. Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt 
werden, dass die protektiven Kinasen ERK1/2 und Akt während der post-hypoxischen 
Reoxygenierung massiv phosphoryliert werden und dadurch die Zellprotektion fördern. Betrachtet 
man das Phosphorylierungsmuster von ERK1/2 und Akt nach 90 min Hypoxie und zu 
unterschiedlichen Zeiten der Reoxygenierung wird deutlich, dass die Aktivierung der Kinasen nicht 
synchron verläuft. Zu Beginn der Reoxygenierung trat in beiden Genotypen eine starke ERK1/2-
Phosphorylierung auf (Abbildung 4.17), die im weiteren Verlauf der Reoxygenierung wieder abnahm, 
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während die Phosphorylierung von Akt (Abbildung 4.18) kontinuierlich zunahm. Die 
Dephosphorylierung und somit Inaktivierung von ERK1/2 kann sogar indirekt durch Akt initiiert 
werden, da diese eine übergeordnete Raf-Kinase phosphoryliert und somit die Signalweiterleitung zur 
Aktivierung von ERK1/2 hemmt
414
 (siehe Abbildung 5.1). Jedoch zeigten sich sowohl nach Hypoxie 
als auch während der gesamten Reoxygenierungszeit leichte Unterschiede im p-ERK1/2 und p-Akt-
Level zwischen BK-WT und BK-KO Kardiomyozyten (Abbildung 4.17 und Abbildung 4.18). Dies 
deutet auf kompensatorische Mechanismen der isolierten BK-defizienten Kardiomyozyten hin. Es 
scheint als würden ERK1/2 und Akt während der Reoxygenierung in den BK-KO Kardiomyozyten 
verstärkt aktiviert werden, um letztendlich den Verlust des BK-Kanals auszugleichen. Dieser 
scheinbar kompensatorische Mechanismus in vitro würde auch erklären, warum etwaige Unterschiede 
im nekrotischen Zelltod nicht detektiert werden können.  
Die protektiven Mechanismen von ERK1/2 und Akt werden zum einen direkt vermittelt und zum 
anderen indirekt durch die Expression zellprotektiver Gene. Beide Kinasen phosphorylieren die 
proapoptotischen Bcl-2 Proteine Bad und Bax sowie direkt und indirekt GSK-3, was die mPTP-
Öffnung verhindert, zur Blockade der Caspase-Kaskade führt und Apoptose inhibiert (siehe hierzu 
auch Abschnitt 1.5.1). Um den Signalweg mechanistisch detaillierter aufzuklären, wurden neben 
ERK1/2 und Akt die Kinetik der GSK-3- und PKC-Phosphorylierung sowie die Aktivierung der 
Caspase-3 untersucht (Abbildung 4.19 und Abbildung 4.20). Die Rolle der GSK-3 in der Apoptose 
erlangte erst in den vergangenen Jahren mehr und mehr an Bedeutung. Die Gruppe um Murphy zeigte 
als erstes, dass eine erhöhte Phosphorylierung von GSK-3 und die Verabreichung von GKS-3-
Inhibitoren die Nekrose reduziert und Kardioprotektion vermittelt wird
415
. Weitere Studien mit 
isolierten Kardiomyozyten haben gezeigt, dass eine Phosphorylierung der GSK-3 die Apoptose durch 
Hemmung der mPTP-Öffnung reduziert
126
, und dass die Verabreichung (zu unterschiedlichen Zeiten) 
von GSK-3-Inhibitoren kardioprotektiv wirkt132,416-418. Der Mechanismus, wie eine Hemmung der 
GSK-3-Aktivität Nekrose und Apoptose reduziert ist komplex und noch nicht im Detail geklärt. 
Außerdem ist die Regulation der GSK-3 kompliziert, da ihre Aktivität durch Phosphorylierung, 
Protein-Protein-Wechselwirkungen und intrazelluläre Lokalisation kontrolliert wird
419
. Im Gegensatz 
zu den vielfältigen Signalwegen, die die GSK-3-Aktivität hemmen, ist nur wenig über die 
Mechanismen der GSK-3-Dephosphorylierung bekannt. Die Regulation der Ser9-
Dephosphorylierung wird hauptsächlich der Proteinphosphatase-1 (PP1) zugeschrieben
420,421
. Im 
Rahmen der vorliegenden Arbeit zeigte sich in den BK-defizienten Kardiomyozyten und den 
Wurfgeschwisterkontrollen eine unterschiedliche Dynamik der Phosphorylierung und somit 
Inaktivierung von GSK-3 (Abbildung 4.19). Es scheint als würde der mitoBK nach Beginn der 
Reoxygenierung zur Hemmung der GSK-3β-Phosphorylierung bzw. zur Dephosphorylierung der 
GSK-3 beitragen. Die protektive Signaltransduktion über GSK-3 scheint in BK-WT 
Kardiomyozyten bereits nach kurzer Reoxygenierung abgeschlossen zu sein. In BK-KO 
Kardiomyozyten hingegen erfolgte ein kontinuierlicher Anstieg der GSK-3-Phosphorylierung. Eine 
mitoBK-Ablation scheint demnach zu einer erhöhten und längeren Phosphorylierung der GSK-3 zu 
führen, was dem Zelltod bei Hypoxie und HR in den Kardiomyozyten entgegenwirkte. Der 
Mechanismus und insbesondere die Verbindung zwischen mitoBK einerseits und ERK1/2 bzw. Akt 
und GSK-3 andererseits bleibt jedoch unklar. Es ist ebenfalls unklar, ob die GSK-3 in den 
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Kardiomyozyten auch in Mitochondrien exprimiert wird. Es wurde bereits gezeigt, dass unter 
normalen unstimulierten Bedingungen die GSK-3 sowohl im Cytosol als auch im Zellkern von 
Kardiomyozyten lokalisiert ist
422
. Interessanterweise wurde im Gehirn gezeigt, dass die GSK-3 neben 
dem Zellkern auch in den Mitochondrien exprimiert wird und hier durch Apoptosestimuli verstärkt 
aktiviert wird, im Vergleich zur cytosolischen GSK-3122. Es sollte daher unbedingt überprüft werden, 
ob die GSK-3 in Kardiomyozyten auch in den Mitochondrien exprimiert ist oder durch Hypoxie-
Reoxygenierung eine Translokation in Mitochondrien erfährt.  
 
Abbildung 5.1  
Hypothesenmodell zum Einfluss des 
mitoBKs auf protektive Signalwege 
bei in vitro Hypoxie-Reoxygenierung 
Während Hypoxie und zu Beginn der 
Reoxygenierung kommt es zur 
Aktivierung des RISK-Signalweges und 
somit zur Phosphorylierung von 
ERK1/2, Akt und GSK-3β. Während die 
Aktivierung von Akt während der 
Reoxygenierung stetig ansteigt, nimmt 
die initiale Phosphorylierung von 
ERK1/2 im Verlauf der Reoxygenierung 
wieder ab. Eventuell wird die weitere 
Aktivierung von ERK1/2 indirekt durch 
Akt gehemmt. Im weiteren Verlauf der 
Reoxygenierung kommt es bei mitoBK-
Expression zur Abnahme der GSK-3β-
Phosphorylierung. Dies lässt auf eine 
mitoBK-abhängige Regulation der 
GSK-3β schließen, die über bisher 
unbekannte Phosphatasen oder Kinasen 




Eine Aktivierung der PKC hingegen konnte nach 90 min Hypoxie und zu unterschiedlichen 
Reoxygenierungszeiten nicht gezeigt werden (Abbildung 4.20A). Auch eine Aktivierung der  
Caspase-3 konnte unter diesen Bedingungen nicht beobachtet werden (Abbildung 4.20B). 
Möglicherweise werden PKC und Caspase-3 erst zu einem späteren Zeitpunkt aktiviert, was in 
künftigen Studien durch verlängerte Reoxygenierungszeiten überprüft werden sollte. Zur detaillierten 
Entschlüsselung des Signalweges ist es unerlässlich weitere pro- und antiapoptotische Proteine zu 
untersuchen, die mit dem RISK-Signalweg assoziiert werden oder Effektoren von Akt und ERK1/2 
sowie GSK-3β darstellen. Darunter wäre die Analyse von Proteinen der Bcl-2-Familie wie 
proapoptotisches Bad und Bax sowie antiapoptotisches Bcl-XL in Betracht zu ziehen. Auch die 
Analyse der Genexpression verschiedener antiapoptotischer Proteine wie beispielsweise NF-B, die 
durch ERK1/2, Akt und GSK-3β initiiert werden, könnte weitere detaillierte Einblicke in die 
Signaltransdukation liefern.  
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Neben dem RISK-Signalweg zählt der JAK-STAT3-Signalweg (JAK: Januskinase, STAT: signal 
transducers and activators of transcription) zu einem der wichtigsten pro-survival Signalwege 
während I/R. Die Rolle des JNK-STAT3-Signalsweges bei Ischämie und Reperfusion ist bisher 
unklar, es konnte jedoch in vivo und in vitro eine Aktivierung bei Reperfusion gezeigt werden
423-425
. 
Mäuseherzen mit einer spezifischen Deletion von STAT3 zeigten signifikant erhöhte Infarktgrößen 
sowie einen Anstieg apoptotischer Signalwege und eine gesteigerte Mortalität
426
. Neueste Studien 
zeigen darüber hinaus eine direkte Assoziation von STAT3 mit dem Komplex I der 
Elektronentransportkette der Mitochondrien sowie dessen Einfluss auf die Respiration, Inhibierung der 
mPTP-Öffnung und der Apoptoseregulation
427,428
. Ob eine Aktivierung des JAK-STAT3-Signalweges 
in Verbindung mit dem mitoBK steht wurde bislang noch nicht untersucht und könnte in diesem 
Kontext interessante Erkenntnisse liefern.  
 
5.7 Charakterisierung der adenoviralen Transduktion 
Genetisch codierte Biosensoren, die Fluoreszenz-Resonanz-Energieübertragung (FRET) nutzen, sind 
wichtige Tools für die Untersuchung der kompartimentierten Signalübertragung von zyklischen 
Nukleotiden wie cGMP und cAMP in lebenden Zellen und Organen. Die Verwendung von FRET-
basierten genetisch codierten Biosensoren ermöglicht eine Echtzeitmessung und detaillierte kinetische 
Analyse von cGMP auf verschiedene pharmakologische GC-Liganden und PDE-Inhibitoren bei 
gesunden und kranken adulten Kardiomyozyten. In den letzten zehn Jahren wurden mehrere optische 
und nichtoptische Methoden zur Messung von cGMP in einzelnen intakten Zellen entwickelt. Mehrere 
fluoreszierende cGMP-Biosensoren wurden entwickelt, die eine direkte Visualisierung von 
intrazellulärem cGMP mit hoher räumlicher und zeitlicher Auflösung ermöglichen
429
. Die meisten 
dieser Sensoren basieren auf einem teilweise verkürzten cGMP-abhängigen Proteinkinasemolekül. 
cGMP-Bindung führt zu einer Konformationsänderung und somit zu einer Veränderung des FRET. In 
jüngster Zeit wurde ein Biosensor mit geringer Affinität auf Basis einer einzigen regulatorischen 
cGMP-bindenden Domäne von PDE5 modifiziert, indem Cyan und Gelb mit grünen (T-Sapphire) und 
roten (Dimer2) fluoreszierenden Proteinen ausgetauscht wurden
349,430
. Der hier verwendete cGi500-
Sensor trägt die zwei cGMP-Bindungsstellen der cGKI, eingeschlossen zwischen Cyan (CFP)- und 
Gelb (YFP)-Fluoreszenz-Proteinen
326,327
. Da cGMP im erwachsenen Herzen in einer 
kompartimentierten Weise vorliegt
431
 ist es wünschenswert, dass FRET-Sensoren neben globalen auch 
lokale cGMP-Signale erfassen. Die adenovirale Transduktion isolierter adulter Kardiomyozyten stellt 
hierbei eine geeignete Methode dar. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden zum ersten Mal 
isolierte adulte Kardiomyozyten mit einem Adenovirus (Ad-CMV-MTS-cGi500), der den cGi500-
Sensor codiert und an die mitochondriale Cytochrom-C-Oxidase getagged ist, transfiziert (siehe 
Abschnitt 4.9). Der adenovirale Vektor sowie der Kontrollvektor wurde von Frau Prof. Dr. Ulrike 
Naumann (Molekulare Neuro-Onkologie, Hertie-Institut für klinische Hirnforschung; Tübingen) 
hergestellt. Mit einem Fluoreszenzmikroskop (AxioImager Z1, Zeiss) angefertigte Bilder zeigten ein 
Längsverteilungsmuster des cGi500 an, das weitgehend mit der MitoTracker Färbung übereinstimmte, 
während das Verteilungsmuster der mit dem Kontrollvirus (Ad-CMV-GFP) transfizierten Zellen eine 
cytosolische Lokalisation des GFP zeigte. Daher kann von einer primär mitochondrialen Lokalisation 
des cGi500-Sensors ausgegangen werden. Um diese Befunde abzusichern, sollten zusätzliche 
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Analysen mittels Hochleistungsmikroskopie erfolgen. Geeignet hierfür wäre ein STED-Fluoreszenz-
Nanoskop (STED = STimulated Emission Depletion), das eine besondere Form des Lichtmikroskops 
darstellt. Dieses Mikroskop erlaubt die Visualisierung, Quantifizierung und Verteilung von 
Mitochondrien-assoziierten Proteinen und erreicht dabei eine Nanometerauflösung. Dieses Mikroskop 





 innerhalb der Mitochondrien sowie für GFP-markierte Proben 
verwendet
433
. Zukünftig soll nach Validierung der erfolgreichen Transduktion und Expression des 
cGi500-Sensors in den kardiomyozytären Mitochondrien Änderungen der cGMP-Konzentration in 
diesem Zellkompartiment gemessen werden. Auch Änderungen der cGMP-Konzentration bei HR 
sowie die Echtzeitanalyse der cGMP-Dynamik und eine detaillierte kinetische Analyse des putativen 
cGMP-Pools in Mitochondrien in Gegenwart von pharmakologischen Substanzen sowie GC-Liganden 
und PDE-Inhibitoren müssten sich mit diesem Ansatz erfassen lassen. Letztendlich werden diese 
Untersuchungen Aufschluss darüber geben wie sich die cGMP-Konzentration während HR in BK-WT 
und BK-KO Mitochondrien ändern und ob es zu einer cGMP-vermittelten Aktivierung des mitoBK 




Der Herzinfarkt und die daraus resultierenden irreversiblen Schädigungen des Myokards sowie dessen 
hohe Inzidenz weltweit zeigen die Bedeutung und Wichtigkeit zur Verbesserung der aktuellen 
Therapieoptionen. Vor allem die Reduktion des Reperfusionsschadens, der einen Großteil des 
Gewebeschadens bedingt, steht im Fokus des klinischen Interesses. Ein vielversprechender Ansatz zur 
Verringerung des Ischämie-Reperfusionsschadens stellt neben der mechanischen Prä- und 
Postkonditionierung eine pharmakologische Aktivierung des cGMP/cGKI-Signalweges dar. Jedoch 
sind die zellulären Signalwege und Mechanismen über die der cGMP/cGKI-Signalweg zur Reduktion 
des Ischämie-Reperfusionsschadens beiträgt teilweise ungeklärt. Zur Verbesserung der 
Therapieoptionen ist es daher unerlässlich, die an den kardialen Schutzmechanismen beteiligten 
cGMP-abhängigen Effektoren zu identifizieren. Kardiomyozytäre Mitochondrien sowie 
mitochondriale K
+
-Kanäle stellen vielversprechende Endeffektoren verschiedener kardioprotektiver 
Signalkaskaden dar. Der enorme intramitochondriale sowie cytosolische Anstieg von Ca
2+
 und ROS, 
vor allem zu Beginn der Reperfusion, gelten als Trigger der mPTP-Öffnung und Initialisierung des 
Zelltodes (siehe Abschnitt 1.3 und 1.4). Dementsprechend ließen sich nach pharmakologischer 
Aktivierung mitochondrialer K
+
-Känale ex vivo Infarktlimitierende Effekte beobachten. Bislang wurde 
diese Wirkung primär dem mitoKATP-Kanal zugeschrieben
384-386
 jedoch rückt der mitoBK immer mehr 
als zentrale Komponente eines kardioprotektiven Mechanismus in den Fokus
241,245,434
. Durch eine 
Entkopplung der Elektronentransportkette und einen dadurch limitierenden Anstieg von ROS, wird 
eine über PKC-vermittelte Hemmung der mPTP-Öffnung postuliert116,311. Darüber hinaus wird über 
den mitoBK-Kanal das Überleben nach einer Ischämie durch eine verbesserte mitochondriale Ca
2+
-
Toleranz und Regulation der mPTP- Öffnung begünstigt 
272,290,292
. Die Bedeutung des mitoBK-Kanals 
für die mechanische sowie cGMP-abhängige Kardioprotektion konnten kürzlich durch eine in vivo 
Studie bestätigt werden
355
. Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgeführten Western-Blot 
Analysen bestätigen die Lokalisation des BK-Kanals in den Mitochondrien. Darüber hinaus wurde 
eine Assoziation zwischen kardiomyozytären Mitochondrien und der cGKI beobachtet. Es bleibt 
bisher unklar, ob und wie das zellprotektive Signal der cytosolischen cGKI an den BK-Kanal in der 
IMM gelangt. Die Befunde der vorliegenden Arbeit zeigten, dass die cGKI unter Basalbedingungen an 
der OMM lokalisiert ist und implizieren, dass das zellprotektive Signal der cGKI daher über ein bisher 
unbekanntes zwischengeschaltetes Protein an K
+
-Kanäle in der IMM weitergeleitet wird. Alternativ 
könnte unter hxpoxischen Bedingugen auch eine direkte Interaktion der cGKI mit dem mitoBK 
erfolgen. 
Ein Einfluss des mitoBKs auf die Elektronentransportkette konnte in isolierten Mitochondrien nicht 
beobachtet werden. Weder unter basalen Bedingungen noch durch eine Zugabe von 8-Br-cGMP, ließ 
sich eine Beeinflussung der ETC durch den BK-Kanal zeigen. Eine pharmakologische Modulation des 
BK-Kanals mit dem BK-Kanalöffner NS11021 zeigte in den getesteten Konzentrationen (150 nM und 
300 nM) kontroverse Effekte. NS11021 scheint in diesen Konzentrationen in isolierten Mitochondrien 
BK-unabhängige divergente Wirkungen zu haben. Insbesondere in einer höheren Konzentration ließen 
sich Off-Target Effekten beobachten, was mit der hohen Toxizität der Substanz im in vivo I/R-Modell 
übereinstimmt
355
. Die respiratorischen Messungen und die Effekte des BK-Kanalöffners NS11021 
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sowie des cGMP-Analogons 8-Br-cGMP auf die mitochondriale Bioenergetik wurden in der 
vorliegenden Arbeit jedoch nur unter basalen Bedingungen und im isolierten Mitochondrium 
untersucht. Möglicherweise bedeutende Interaktion zwischen den Zellkompartimenten sowie weiteren 
kardialen Zelltypen bei Hypoxie und Reoxygenierung wurden hierbei nicht erfasst. Eventuell kommt 
eine Assoziation zwischen cGMP/mitoBK und der ETC erst bei anfänglichem oxidativem Stress 
zustande. Weitere Versuche unter hypoxischen Bedingungen und anschließender Reoxygenierung sind 
erforderlich, um den erst kürzlich in vivo festgestellten Zusammenhang zwischen dem cGMP/cGKI-
Signalweg und mitoBK
355
 sowie der ETC zu entschlüsseln.  
Darüber hinaus konnte in vitro bei Hypoxie-Reoxygenierung keine signifikante Reduktion des 
nekrotischen Zelltods in isolierten adulten BK-WT Kardiomyozyten im Vergleich zu BK-defizienten 
Kardiomyozyten gezeigt werden. In den BK-KO Kardiomyozyten war ein tendenziell erhöhter 
nekrotischer Zelltod nach HR zu beobachten, jedoch wurde in diesen Versuchsreihen kein 
Signifikanzniveau erreicht. Auch eine pharmakologische Stimulation der Kardiomyozyten mittels  
8-Br-cGMP, dem sGC-Stimulator Cinaciguat sowie NS11021 zeigte kein verbessertes Überleben der 
BK-WT gegenüber den BK-defizienten Kardiomyozyten. Dies bestätigt die bereits formulierte 
Schlussfolgerung, dass weitere (nicht)kardiale Zelltypen bzw. Proteine an der mitoBK-abhängigen 
Vermittlung kardioprotektiver Signale beteiligt sind. Es ist außerdem hinreichend bekannt, dass bei 
Hypoxie und insbesondere zu Beginn der Reoxygenierung verschiedene pro-survival Kinasen 
hochreguliert werden. Es konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass sowohl 
ERK1/2 als auch Akt und GSK-3 in isolierten Kardiomyozyten bei Hypoxie-Reoxygenierung 
unterschiedlich und teilweise BK-abhängig reguliert werden. Die Aktivierung von ERK1/2 und Akt 
wurde in BK-defizienten und BK-WT Kardiomyozyten synchron reguliert. Die GSK-3 hingegen 
wurde in BK-KO Kardiomyozyten während der hier betrachteten Reoxygenierungszeit von 120 min 
kontinuierlich phosphoryliert und dadurch inaktiviert, während die Phosphorylierung der GSK-3 in 
BK-WT einer anderen Kinetik folgte. Die protektive Signaltransduktion über GSK-3 scheint in BK-
WT Kardiomyozyten bereits nach kurzer Reoxygenierung abgeschlossen zu sein.  Dies lässt auf eine 
mitoBK-vermittelte Regulation der GSK-3 schließen und könnte durch die Rekrutierung von 
Phosphatasen oder Kinasen erfolgen. Der genaue Mechanismus und die Verbindung zwischen mitoBK 
und GSK-3 bleibt zum jetzigen Zeitpunkt jedoch unklar.  
Letztlich war es nicht möglich im Rahmen dieser Arbeit im isolierten Mitochondrien- und Zellsystem 
durch die hier durchgeführten Versuchsreihen die Rolle des mitoBKs als Effektormolekül des  
NO/cGMP/cGKI-Signalweges bei in vitro Hypoxie-Reoxygenierung  eindeutig zu bestätigen. Es 
scheinen weitere (nicht)kardiale Strukturen bzw. Zelltypen, die in vitro bei der Analyse isolierter 
Kardiomyozyten bzw. isolierter kardialer Mitochondrien nicht berücksichtigt wurden für die in vivo 






7.1 Phäno- und Genotypisierung der Mauslinien 
 
Tabelle 7.1 Basale Herzgewichte der CMBK-CTR und CMBK-KO 



















 (n=7) 129,4 ± 7,11 17,02 ± 0,16 26,0 ± 1,12 7,59 ± 0,36 4,96 ± 0,11 
CMBK
L2/L1
 (n=10) 142,2 ± 4,13 16,75 ± 0,17 27,7 ± 0,67 8,49 ± 0,23
*




 (n=18) 111,8 ± 2,02 16,69 ± 0,09 21,9 ± 0,28 6,70 ± 0,12 5,11 ± 0,07 
CMBK
L2/L1




 (n=23) 116,7 ± 2,81 16,78 ± 0,08 23,0 ± 0,52 6,95 ± 0,14 5,07 ± 0,06 
CMBK
L2/L1
 (n=23) 127,5 ± 3,93
*
 16,59 ± 0,09 24,4 ± 0,75 7,67 ± 0,21
**





Abbildung 7.1 Reinheit isolierter Mitochondrien 
(A) In den mitochondrialen Proteinlysaten konnten keine membranären und cytosolischen Verunreinigungen 
nachgewiesen werden. Immunreaktive Banden des membranständigen 1-Adrenorezeptors (1-AR) und des  
-Tubulins wurden nur im Herzlysat (HL) nachgewiesen, während mitochondriale Lysate aus Kardiomyozyten 
(CMM) und Ventrikel (VM) negativ blieben. Komplex I und Cytochrom-C-Oxidase IV (COX IV), als 
mitochondriale Proteine, zeigten eine deutliche Anreicherung in den mitochondrialen Proteinlysaten. (B) In der 
cytosolischen Fraktion wurden basierend auf dem Nachweis von Komplex I keine mitochondrialen 
Verunreinigungen nachgewiesen. Durch die Identifizierung von Glycerinaldehy-3-Phosphat-Dehydrogenase 
(GAPDH) wurde eine gleichmäßige Beladung der Proben bestätigt. Ein Protein-Marker wurde verwendet, um 







Abbildung 7.2 Weitere Western-Blot-Analysen zur cGKI-Lokalisation in Mitochondrien 
Immunreaktive Banden der cGKI konnten sowohl im gesamten Herzlysat als auch in mitochondrialen 
Proteinfraktionen aus Kardiomyozyten (CMM) und Ventrikel (VM) in beiden Genotypen nachgewiesen werden. 
Dabei wurden spezifische cGKI Antikörpern (A) und (C) von Cell Signaling Technology (CST) und (B) und (D) 
von Prof. Hofmann, München verwendet (siehe 2.3.8). α-Tubulin bestätigt die Reinheit der isolierten 
Mitochondrien. (E) Proteinase K (Prot. K) Protection Assay von BK-WT CMM. Das Ausmaß des Verdaus 
wurde durch den Nachweis wichtiger intra-mitochondrialer Proteine (TOM20, CytC, HSP60) bestimmt und 
impliziert eine Lokalisation der cGKI an der äußeren Mitochondrienmembran (OMM) an. HSP60: 
Hitzeschockprotein 60; CytC: Cytochrom C; IM: Intermembranraum; IMM: innere Mitochondrienmembran. Ein 





7.2 Charakteristiken der respiratorischen Messungen 
 
Tabelle 7.2 Proteinlevel von Komplex I, COX IV und Cytochrom C 















 1,15 ± 0,17 0,89 ± 0,12 
BK
L1/L1




 1,09 ± 0,16 1,23 ± 0,14 
CMBK
L2/+
 1,06 ± 0,10 1,16 ± 0,07 
      
CMBK
L2/L1
 1,25 ± 0,20 0,96 ± 0,03 
      
 






  O2 Verbrauch [nmol/min/mg Protein]     
  State-2 State-3 State-4 RCR 
Glutamat/Malat               
BK
+/+
  18,48 ± 1,12 39,36 ± 9,15 18,70 ± 2,93 2,11 ± 0,24 
BK
L1/L1




        
BK
+/+
  57,47 ± 7,51 143,64 ± 14,26 71,47 ± 9,92 2,14 ± 0,13 
BK
L1/L1




Tabelle 7.4 Werte der respiratorischen CMM-Messungen 
  O2 Verbrauch [nmol/min/mg Protein]     
  State-2 State-3 State-4 RCR 
Abbildung 4.8B und C (Collagenase II)  
Glutamat/Malat 
       
BK
+/+
 17,49 ± 1,41 44,17 ± 2,84 23,75 ± 1,94 1,99 ± 0,19 
BK
L1/L1
 56,00 ± 4,65 137,81 ± 11,29 64,38 ± 5,32 2,16 ± 0,13 
Succinat 
        
BK
+/+
 18,07 ± 2,03 45,89 ± 4,02 23,54 ± 2,29 2,13 ± 0,29 
BK
L1/L1
 58,10 ± 7,34 138,00 ± 14,9 70,93 ± 9,76 2,07 ± 0,23 
 Abbildung 4.8E und F (Liberase DH) 
Succinat 
       
BK
+/+
 12,36 ± 1,36 25,02 ± 3,66 7,84 ± 1,00 3,15 ± 0,19 
BK
L1/L1







Abbildung 7.3 Einfluss einer 
Kardiomyozyten-spezifischen BK-
Deletion auf die Respiration von 
CMM 
(A) Sauerstoffverbrauch der mit 
Succinat-stimulierten Atmung von 






) n=18. (B) Die ADP-
stimulierte Atmung der CMBK-KO 
CMM war im Vergleich zu den 
CMBK-CTR CMM signifikant erhöht. 
(C) Der respiratorische Kontrollindex 
(RCR) ergab keinen Unterschied 
zwischen den Genotypen. CMBK-
CTR (BK
L2/+
) n=19; CMBK-KO 
(BK
L2/L1
) n=20. Rauten und Balken 
repräsentieren Mittelwerte ± SEM; 







Abbildung 7.4  Einfluss  
einer BK-Kanal-Öffnung 
mit 3 µM NS11021 auf die 
Respiration von CMM 
(A) Sauerstoffverbrauch von 
BK-WT und BK-KO CMM  
3 µM NS11021. (B) Nach 
Stimulation mit 3 µM 
NS11021 war keine 
Steigerung des Sauerstoff-
verbrauchs durch Zugabe von 
ADP mehr möglich. Die 
State-3 und State-4 Atmung 









NS11021 n=5 und Kontrolle 
n=4. Rauten und Balken 










Abbildung 7.5 Einfluss einer BK-Kanal Öffnung mit 300 nM NS11021 auf die Respiration von CMM 
aus CMBK-Tieren 
(A) Sauerstoffverbrauch von CMBK-CTR und CMBK-KO CMM ± 300 nM NS11021. (B) Die State-3 Atmung 
der unstimulierten CMBK-KO Messungen war signifikant höher als die State-3 Atmung der unstimulierten 
CMBK-CTR Messungen. Auch die mit NS11021 stimulierte State-3 Atmung des CMBK-KO zeigte eine 
Tendenz zu erhöhtem Sauerstoffverbrauch im Vergleich zur NS11021-stimulierten State-3 Atmung der CMBK-
CTR. (C) Der respiratorische Kontrollindex (RCR) zeigte keinen Unterschied zwischen den Genotypen ± 
300 nM NS11021. CMBK-CTR (BK
L2/+
): NS11021 n=7 und Kontrolle n=9; CMBK-KO (BK
L2/L1
): NS11021 







Abbildung 7.6 Einfluss einer BK-Kanal-Öffnung mit 150 nM NS11021 auf die Respiration von CMM 
aus BK-WT und BK-KO 
(A) Sauerstoffverbrauch von BK-WT und BK-KO CMM  150 nM NS11021. (B) Signifikante Unterschiede der 
mit NS11021-stimulierten Atmung waren nicht zu beobachten. (C) Der respiratorische Kontrollindex (RCR) 
zeigte in den mit NS11021-stimulierten Atmungen des BK-WT eine Tendenz zu höheren Werten im Vergleich 
zu den BK-WT Kontrollmessungen und zu den BK-KO  NS11021 Messungen. BK-WT (BK+/+): NS11021 n=9 
und Kontrolle n=8; BK-KO (BK
L1/L1
): NS11021 n=9 und Kontrolle n=7. 
 










Messungen vs. unstimulierte Messungen des entsprechenden Genotyps 
  O2 Verbrauch [nmol/min/mg Protein]     
  State-2 State-3 State-4 RCR 
Abbildung 4.10A – C (Collagenase II) 
Kontrolle 
        
BK
+/+
 40,30 ± 7,64 103,00 ± 11,37 42,28 ± 3,48 2,42 ± 0,19 
BK
L1/L1
 47,74 ± 4,9 96,72 ± 9,81 42,67 ± 3,59 2,25 ± 0,05 
NS11021 (300 nM) 
      
BK
+/+
 48,77 ± 4,29
#
 128,45 ± 17,25 54,41 ± 5,25 2,32 ± 0,11 
BK
L1/L1






  O2 Verbrauch [nmol/min/mg Protein]     
  State-2 State-3 State-4 RCR 
Abbildung 4.10D – F (Liberase DH) 
Kontrolle 
        
BK
+/+
 11,95 ± 1,45 24,90 ± 4,12 7,66 ± 1,11 3,19 ± 0,21 
BK
L1/L1
 12,72 ± 0,35 29,39 ± 0,78 9,02 ± 0,21 3,26 ± 0,01 
NS11021 (300 nM) 
      
BK
+/+
 16,02 ± 2,27 30,07 ± 6,01 7,68 ± 1,61 3,93 ± 0,13 
BK
L1/L1





Abbildung 7.7 Mitochondriale Respiration nach Hypoxie-Reoxygenierung 
(A) Sauerstoffverbrauch von BK-WT nach 45 min normoxischer Inkubation oder 15 min Hypoxie mit 
anschließender 30 min Reoxygenierung. (B) Nach sowohl normoxischer als auch hypoxischer Inkubation war 
kein gesteigerter Sauerstoffverbrauch durch ADP Zugabe möglich. (C) Bereits die Inkubation (30 min) bei 37°C 
schädigte die Mitochondrien irreversibel, sodass kein gesteigerter Sauerstoffverbrauch im State-3 möglich war. 








Abbildung 7.8 Zellzahl und Überleben kultivierter Kardiomyozyten 
Die Kardiomyozyten lösten sich bei normoxischer Kultivierung von den Laminin-beschichteten Platten ab. (A) 
Nach 3 h normoxischer Inkubation führte der Mediumwechsel zu einer erheblicher Reduktion der Gesamt-
zellzahl , während (B) das Gesamtüberleben der Zellen unverändert blieb. 
 
Tabelle 7.6 LDH-Aktivitäten bei einer Stimulation mit 8-Br-cGMP 
N: LDH-Aktivität nach 90 min Normoxie; RN: LDH-Aktivität nach 120 min post-normoxischer 
Reoxygenierung; H: LDH-Aktivität nach 90 min Hypoxie; RH: LDH-Aktivität nach 120 min post-hypoxischer 
Reoxygenierung 
*p<0,05; **p<0,01 H vs. N des entsprechenden Genotyps 
  LDH-Aktivität [U/µg] 
  N RN H RH 
Kontrolle 
        
BK
+/+
  0,18 ± 0,04 0,30 ± 0,09 0,66 ± 0,09
**
 0,45 ± 0,06 
BK
L1/L1
  0,18 ± 0,04 0,27 ± 0,02 0,79 ± 0,07
**
 0,59 ± 0,19 
8-Br-cGMP (100 µM) 
     
BK
+/+
  0,22 ± 0,05 0,34 ± 0,13 0,67 ± 0,16
*
 0,41 ± 0,07 
BK
L1/L1
  0,23 ± 0,05 0,33 ± 0,08 0,76 ± 0,09
*
 0,50 ± 0,11 
 
Tabelle 7.7 LDH-Aktivitäten bei einer Stimulation mit Cinaciguat 
N: LDH-Aktivität nach 90 min Normoxie; RN: LDH-Aktivität nach 120 min post-normoxischer 
Reoxygenierung; H: LDH-Aktivität nach 90 min Hypoxie; RH: LDH-Aktivität nach 120 min post-hypoxischer 
Reoxygenierung 
**p<0,01; ***p<0,001 H vs. N bzw. RH vs. RN des entsprechenden Genotyps 
  LDH-Aktivität [U/µg] 
  N RN H RH 
Kontrolle 
        
BK
+/+
  0,18 ± 0,05 0,33 ± 0,07 0,55 ± 0,08
**
 0,41 ± 0,10 
BK
L1/L1
  0,13 ± 0,02 0,20 ± 0,01 0,62 ± 0,06
***
 0,40 ± 0,05
**
 
Cinaciguat (25 nM) 
     
BK
+/+
  0,17 ± 0,05 0,33 ± 0,07 0,49 ± 0,08
**
 0,38 ± 0,12 
BK
L1/L1
  0,15 ± 0,02 0,23 ± 0,04 0,54 ± 0,05
***





Tabelle 7.8 LDH-Aktivitäten bei einer Stimulation mit NS11021 
N: LDH-Aktivität nach 90 min Normoxie; RN: LDH-Aktivität nach 120 min post-normoxischer 
Reoxygenierung; H: LDH-Aktivität nach 90 min Hypoxie; RH: LDH-Aktivität nach 120 min post-hypoxischer 
Reoxygenierung 
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 H vs. N, RH vs. RN bzw. HR vs. NR des entsprechenden Genotyps 
  LDH-Aktivität [U/µg] 
  N RN NR H RH HR 
Abbildung 4.16A 
Kontrolle 
           
BK
+/+
  0,12 ± 0,01 0,18 ± 0,02 0,30 ± 0,03 0,52 ± 0,03
***





  0,22 ± 0,027 0,26 ± 0,05 0,48 ± 0,11 0,74 ± 0,22
*
 0,57 ± 0,27 1,30 ± 0,49 
NS11021 (300 nM) 
          
BK
+/+
  0,14 ± 0,01 0,18 ± 0,04 0,32 ± 0,05 0,45 ± 0,05
***
 0,37 ± 0,08 0,82 ± 0,12 
BK
L1/L1
  0,15 ± 0,06 0,21 ± 0,03 0,36 ± 0,08 0,76 ± 0,22
*





           
BK
+/+
  0,22 ± 0,03 0,36 ± 0,05 0,58 ± 0,04 0,69 ± 0,07
***





  0,18 ± 0,005 0,41 ± 0,07 0,59 ± 0,07 0,71 ± 0,11
**
 0,46 ± 0,07 1,12 ± 0,12
**
 
NS11021 (30 nM) 
          
BK
+/+
  0,21 ± 0,04 0,23 ± 0,03 0,44 ± 0,08 0,76 ± 0,06
**





  0,15 ± 0,02 0,23 ± 0,03 0,38 ± 0,05 0,63 ± 0,09
**
 0,45 ± 0,07
*




Tabelle 7.9 Phosphorylierungsstatus wichtiger Kinasen des RISK-Signalweges 
















p<0,001 im Vergleich zu 90H/90R des entsprechenden 
Genotyps. 
  Reoxygenierung (min) 
  0 5 30 90 
p-ERK1/2 / ERK1/2   
    
BK
+/+
  0,66 ± 0,01 1,42 ± 0,21
*/§§
 0,94 ± 0,14
§ 
0,42 ± 0,23 
BK
L1/L1
  0,20 ± 0,03
###
 1,91 ± 0,43
*/§
 1,27 ± 0,29
**/§ 
0,38 ± 0,08 
p-Akt / Akt 
      
BK
+/+










p-GSK-3β / GSK-3β 
    
BK
+/+














7.4 Adenovirale Transduktion 
 
 
Abbildung 7.9 Repräsentative Bilder der adenoviralen Transduktion isolierter adulter Kardiomyozyten  
(A1 – A4) Negativkontrolle ohne Transduktion und MitoTracker -Färbung. (B1 – B4 und C1 – C4) Transduktion 
mit Ad-CMV-MTS-cGi500 sowie MitoTracker und parallel durchgeführte Kernfärbung mit DAPI. (D1 – D4 
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